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Polisacaridos de la goma brea. Caracterizacion estructural, reoldgica y

modificaciones quimicas.

La planta Cercidium praecox (conocida como Palo Verde o Brea) es una especie nativa
de nuestro pais que produce un exudado denominado goma brea, el cual es considerado
desde el punto de vista industrial como un posible reemplazo de la goma arabiga. En este
trabajo de Tesis se determind por primera vez de forma completa la estructura fina de los

polisacdridos que la componen y se determinaron sus principales propiedades reoldgicas.

Los polisacaridos de la goma brea, previamente disueltos en agua y purificados por
precipitacién con isopropanol, fueron analizados por métodos quimicos y por espectroscopia
de RMN. Se determind que los mismos son arabinoglucuronoxilanos de un peso molecular
promedio de 122 kDa, compuestos por una cadena central de unidades de 4)-B-b-Xilp-(1—.
Estas xilosas de cadena se encuentran altamente sustituidas, principalmente en la posicién 2,
con unidades de B-D-xilopiranosa, a-L-arabinopiranosa, a- y B-L-arabinofuranosa, acido a-b-
glucurdnico y acido 4-0O-metil-a-D-glucurdnico, ya sea como unidades terminales o formando
pequenas cadenas laterales. Ademas algunas de las unidades de xilosa sustituidas en C-2 se

encuentran acetiladas en posicion 3.

Con el objetivo de generar productos con caracteristicas funcionales diferentes, se
modificaron los polisacaridos de la goma brea convirtiendo los acidos carboxilicos de los
acidos urdnicos en grupos amida. Se optimizaron las condiciones de la reaccion utilizando
herramientas de quimiometria y empleando n-propilamina en presencia de una carbodiimida

soluble en agua y N-hidroxisuccinimida.

Por ultimo, se realizd una caracterizacion reoldgica de la goma brea, de algunos de
productos derivados de la misma y de la goma ardbiga. Se encontré que la viscosidad de sus
soluciones era menor que las reportadas para otras gomas de uso industrial pero ligeramente

mayor que la observada para la goma arabiga.

Palabras clave: goma brea, arabinoglucuronoxilanos, caracterizacidon estructural, RMN,

modificacion quimica, amidacidn, caracterizacidn reoldgica.






Brea gum polysaccharides. Structural and rheological characterization and

chemical modifications.

Cercidium praecox plant (known as Palo Verde or Brea) is a native species of Argentina
that produces an exudate called brea gum which is considered, from an industrial point of
view, as a possible replacement for gum arabic. In this work, the fine structure of brea gum
polysaccharides was fully determined for the first time and its main rheological properties

were studied.

Brea gum polysaccharide, previously dissolved in water and purified by precipitation
with isopropanol, was analyzed by chemical methods and by NMR spectroscopy. It was
determined that this polysaccharide is an arabinoglucuronoxylan composed of a central chain
of —4)-B-b-Xylp-(1—, with an average molecular weight of 122 kDa. These xylan units are
highly substituted mainly in position C-2 with B-b-xylopyranose, a-L-arabinopyranose, a-/B-L-
arabinofuranse, a-D-glucuronic acid and 4-O-methyl-a-D-glucuronic acid residues, either as
terminal units or forming small side chains. In addition, some of the xylose units substituted

in position C-2 are acetylated in position O-3.

With the aim of generating products with different functional characteristics, brea gum
polysaccharides were modified by converting the carboxylic acid groups of the uronic acids
into amide groups. The reaction conditions were optimized, with a chemometric approach,
using n-propylamine in the presence of a water soluble carbodiimide and N-

hydroxysuccinimide.

Onthe other hand, a rheological characterization of the brea gum, some of the products
obtained from it, and the gum arabic was carried out. It was found that the viscosity values of
brea gum solutions were lower than those reported for other industrial gums but slightly

higher than those obtained from gum arabic.

Key words: brea gum, arabinoglucuronoxylans, structural characterization, NMR, chemical

modification, amidation, rheological characterization.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL






Capitulo 1: Introduccién general

1.1. Exudados de plantas

Los llamados exudados son fluidos que rezuman de las heridas de plantas y que
endurecen luego de estar expuestos al aire. El término incluye a todos los tipos de exudados
naturales, los cuales presentan composiciones distintas y propiedades particulares. Las
heridas por donde exudan estas sustancias tienen distintos origenes: pueden ser provocadas
de forma intencional, por remocién de la corteza o de la madera para causar la exudacién;
pueden ser causadas por ataques de distintos organismos como insectos, animales o
patdgenos; o producirse por condiciones ambientales dafiinas como sequias o tormentas?. En
todos los casos, estos exudados son producidos por las plantas y liberados en las heridas como

un mecanismo de defensa?.

Los tipos de exudados mas importantes por sus usos y valor comercial son las gomas, las

resinas y los latex?.

1.2 Resinas y latex

Una resina de origen vegetal es un material con una consistencia desde semisdlida
amorfa a sélida, la cual usualmente esta compuesta por una mezcla compleja de terpenos que
resultan insolubles en agua pero son solubles en ciertos solventes orgénicos®? (ver Figura 1.1,
imagen a)). Aunque las resinas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, sélo
algunas familias (Leguminosae, Burseraceae y Pinaceae) se destacan por producir la mayor
parte de las resinas con valor comercial®. Dadas sus caracteristicas, este tipo de materiales se
utilizan para la fabricacién de barnices y adhesivos y ademas son una importante fuente de

materiales de partida en sintesis organica?.
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Figura 1.1. Resina solidificada sobre la corteza del arbol Prunus dulcis a); Latex natural del
arbol Hevea brasiliensis b).

Por otro lado, latex es un término que se utiliza para denominar un liquido, usualmente
lechoso y de color blanco, que consiste en pequeias gotas con materia orgdnica suspendida
o dispersada en un medio acuoso? (ver Figura 1.1 b) ). El ejemplo mds conocido de este tipo
de materiales es la goma latex llamada “caucho”, proveniente del drbol Hevea brasiliensis,
donde el 50 % del peso del latex son sélidos. Mediante distintas técnicas se puede coagular
esta materia organica para formar un material sélido que se utiliza para producir una enorme
variedad de productos como guantes, calzados y neumadticos, entre muchos otros3. Los
principales componentes de los latex son cis y trans polisopropilenos, aunque la estructura

del exudado depende de la planta que lo produce®*.
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1.3 Gomas

1.3.1 Generalidades

Las gomas, a diferencia de las resinas y los latex, estdn compuestas principalmente por
polisacdridos complejos de alto peso molecular con distinta naturaleza hidrofilica que
producen soluciones viscosas o geles cuando se ponen en contacto con agua, aun a bajas
concentraciones’®. Usualmente estos polisacaridos estan asociados con proteinas y/o

minerales®.

Los arboles y arbustos pueden exudar estos materiales complejos usualmente de sus
tallos y ramas, y en algunos pocos casos de sus raices como un mecanismo de defensa ante
lesiones de distinto origen?. Estas gomas se exudan en forma de nddulos alargados o trozos
amorfos que luego tradicionalmente se secan bajo la luz del sol formando exudados duros y
de consistencia similar al vidrio, que previenen que el area dafiada se infecte y que la planta
pierda agua por dichas heridas®. Presentan distintos colores desde blanco o dmbar pélido
(como el caso de la goma arabiga) hasta un gris claro o marrén oscuro (como la goma

karaya)'~.

Las gomas exudadas de arboles y arbustos son utilizadas por la humanidad desde hace
miles de afios en numerosas aplicaciones, debido a sus propiedades Unicas y su facil
disponibilidad>>®. Las principales caracteristicas que las hacen interesantes para multiples
aplicaciones son sus capacidades como agentes viscosantes, estabilizantes, gelificantes, por

su acciéon emulsionante y sus propiedades adhesivas, entre otras®.

Ademas de las gomas que se extraen como exudados de las incisiones de la corteza de
distintas plantas, existen otras gomas que se obtienen de otras fuentes, como de las semillas
de diversas plantas (goma guar) o que son producidas por bacterias (goma xantica o xantano),
como se observa en la Tabla 1.1. Todas estas gomas presentan grandes diferencias en sus

propiedades fisicas y quimicas entre si
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Tabla 1.1. Ejemplos de fuentes de gomas segun su origen.

Tipo de fuente Goma Fuente
Exudado de arboles/arbustos Goma arabiga Acacia senegal
Goma karaya Stercuila urens
Goma ghatti Anogeissus latifolia
Goma tragacanto Astragalus gummifer
Semillas de planta Goma guar Cyamopsis tetragonolobus
Goma garrofin Ceratonia siliqua
Microbiano Goma xantica Xanthomonas campestris

Goma gellan o gelano  Sphingomonas elodea

1.3.2 Mecanismo de formacidn y excrecidon de las gomas exudadas de plantas

El mecanismo de formaciony liberacion de sustancias gomosas fue estudiado en plantas
de distintas especies. La produccidon de estas sustancias naturales, las cuales se consideran
subproductos o productos finales de ciertos cambios metabdlicos!, ocurre en conductos
localizados en los tallos de muchas especies de plantas, lo que se denomina usualmente

gomosis’.

No sélo existen diferencias segun la especie en cuestion, sino que ademas no existe un
consenso en la literatura sobre los mecanismos por los que este fendmeno ocurre®’. Por
ejemplo, algunos autores atribuyen la formacidon de gomas a la descomposicién de las paredes
celulares, mientras que otros postulan que es el resultado de la actividad sintética de células
excretorias’. En cuanto al origen, se ha propuesto que la formacion de estas sustancias ocurre
en respuesta a lesiones o al ataque de patdgenos, mientras que otros autores han postulado

que es un fendmeno natural que se intensifica en dichas situaciones’.

En plantas del género Citrus fue establecido que los arboles generan conductos
productores de goma en respuesta a enfermedades de origen viral o fungico. En los arboles
de este género, estos conductos se desarrollan en el cdambium (tejido vegetal especifico de
plantas lefiosas situado entre la corteza y el lefio), donde células epiteliales son las que

producen la goma, la cual en primera instancia es secretada en el espacio entre la membrana

-6-
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celulary la pared celular y luego es liberada fuera de la célula’. Este mecanismo de liberacidn
de gomas ha sido descripto también para otros géneros de plantas ademas de Citrus®. Sin
embargo, no es el Unico mecanismo de gomosis propuesto. En algunas plantas se encuentran
vasos que poseen sustancias gomosas ocluidas, lo cuales se pueden generar en respuesta a
una herida o una infeccidon’. Este tipo de oclusiones vasculares se pueden desarrollar en
plantas de Manihot esculenta (mandioca o yuca), Dianthus caryophyllus L., Uhnus cavipestris,

entre otras’.

1.3.3 Gomas comerciales: origen, produccién y usos

Las cuatro gomas exudadas provenientes de fuentes vegetales que mas se utilizan en el
mundo son la goma ardbiga, la goma karaya, la goma tragacanto y la goma ghatti. Estos
exudados son utilizados desde hace 5000 afios y son considerados seguros para el consumo
humano por diversos estudios toxicolégicos®. Actualmente estas gomas se comercializan en
grado alimenticio y su categoria de “Generalmente Reconocidas como Seguras” (GRAS por sus
siglas en inglés) fue establecido por la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados

Unidos>. En la Tabla 1.2 se resumen sus principales caracteristicas y usos.

La apariencia fisica y las propiedades de estas gomas de origen natural son
fundamentales para determinar su finalidad comercial. Cabe destacar que puede existir en
algunos casos una considerable variabilidad entre gomas provenientes de una misma especie
gue fueron colectadas de plantas que se encuentran en entornos con climas distintos, o bien
que fueron cosechadas en estaciones del afio distintas®. Las propiedades fisicas también
dependen de la antigliedad del exudado asi como el tratamiento que se le realiza a cada uno

luego de la recoleccién®.

En el estado sdlido, una vez que estas gomas se secan luego de ser excretadas, el color
de las mismas varia desde blanco trasliucido hasta marrén oscuro, pasando por distintas
tonalidades de amarillo, dmbar y naranja. El color de estas gomas tiene su origen
generalmente en la presencia de impurezas y usualmente suele aparecer luego de que el

exudado envejece y se depositan otras sustancias?.
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Tabla 1.2. Principales caracteristicas de las gomas exudadas comerciales mds importantes.

Exudado Color Propiedades y Usos

Goma arabiga Ambar claro Estabilizante, emulsionante, encapsulante de
flavores

Goma karaya Gris claro Viscosante y emulsionante. Estabilizante en

productos lacteos congelados. Inhibidor de la
sinéresis en quesos

Goma tragacanto Amarilloclaro  Viscosante, emulsionante. Estabilizacion de
aceites en soluciones acuosas. Resistencia a
condiciones acidas

Goma ghatti Rojo Emulsionante, posee propiedades adhesivas.
Uso medicinal y como emulsificante de
compuestos liposolubles.

Practicamente toda la produccion comercial de gomas exudadas es cosechada
realizando incisiones en los troncos de los arboles®. La cantidad de exudado que produce la
planta es mayor en las estaciones calidas y secas y puede aumentarse realizando una mayor
cantidad de cortes e incisiones, aunque en algunos casos es necesario derribar los arboles para
obtener el recurso. En general, la recoleccion es realizada manualmente por mujeres. El
exudado se recoge parcial o totalmente seco, se separa segun el tamafio de los fragmentos?,

se clasifica y se envia los centros de procesamiento?.

El procesamiento de los exudados consiste generalmente en un proceso mecanico
donde los trozos grandes de goma previamente secada se fragmentan en pequefios granulos
de forma mecdnica logrando una distribucion de tamafos mas uniforme que facilita la
posterior disolucién en agua. La solubilidad de las gomas se mejora obteniendo un polvo a
partir de estos pequefios granulos obtenidos. Posteriormente, se remueven las impurezas por
filtracion o centrifugacion y luego se obtiene el producto final como un polvo mediante la

técnica de secado por spray®.

Las aplicaciones que tienen estos exudados son muy dependientes de las caracteristicas
propias de cada goma. En lineas generales, estas gomas se utilizan en la industria alimentaria
para encapsular flavores, como agentes emulsionantes y viscosantes, para estabilizar espumas

o bebidas, y como agentes humidificantes en pasteleria. Ademas de estas aplicaciones, las
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gomas exudadas de plantas son utilizadas ademas por la industria farmacéutica, textil,

cosmética y electrdnica por mencionar algunas®.

1.3.3.1 Goma Arabiga

La goma mas utilizada en el mundo es la ardbiga, que es exudada principalmente por el
arbol Acacia senegal, aunque existen otras fuentes minoritarias también del género Acacia
como la Acacia seyal®. Esta especie se encuentra distribuida en varias regiones de Africa,
aunque cerca del 90% de la produccidon a nivel mundial proviene de Sudan®. Estos arboles
presentan la particularidad de poseer un sistema radicular extendido y de poder crecer en
condiciones de escasa disponibilidad de agua, por lo que se suelen utilizar para prevenir
procesos de erosion del suelo y al mismo tiempo obtener la goma que producen®. Esta goma
fue la primera en ser utilizada a escala industrial y se tiene constancia de su uso desde hace
mads de 5000 afios®. En el antiguo Egipto se conocia como “kami” y se utilizaba como adhesivo

textil en el proceso de momificacion>®.

La goma arabiga, al igual que otros exudados, presenta un rango de coloracion segun su
pureza, variando desde un color dmbar claro hasta un marrén anaranjado (ver Figura 1.2). La

goma arabiga de mejor calidad presenta una forma de “lagrimas” y color &mbar?.

La produccion de goma ardbiga se ve afectada por condiciones climaticas y politicas y
por problemas inherentes a su cultivo®”. Al igual que el resto de las gomas, la goma arabiga
se cosecha manualmente y se busca obtener como producto final una goma con la minima
cantidad de impurezas, lo que representa un trabajo dificultoso®. La goma se obtiene
comercialmente realizando grandes incisiones a los arboles de Acacia senegal en la estacion
seca (de noviembre a mayo). El rendimiento promedio de goma ardbiga es 250 g por arbol por
ano, aunque depende de la cantidad de lluvias durante la estacidon humeda y la temperatura

durante el periodo de cosecha®”.
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Figura 1.2. Goma ardbiga

La goma arabiga esta compuesta principalmente por hidratos de carbono y presenta un
porcentaje minoritario de proteinas, cercano al 2%. En la Tabla 1.3 se muestra la composicion
de la goma arabiga®, la cual dependiendo de la fuente puede presentar pequefas
diferencias>®%1, La goma ardbiga que se obtiene de otras especies del género Acacia, como

Acacia seyal, contiene los mismos azlcares pero en proporciones levemente diferentes®.

Tabla 1.3. Composicién de la goma arabiga.

Composicién % (m/m)
Carbohidratos 82
Acidos urénicos 16
Proteinas 2
Azlcares componentes % molar
Galactosa 44
Arabinosa 27
Ramnosa 13
Acido (4-O-Me)-glucurénico 16

La goma ardbiga puede fraccionarse empleando cromatografia de exclusiéon por tamafio
o cromatografia de interaccidn hidrofébica en tres fracciones: un arabinogalactano (AG), un
complejo arabinogalactano—proteina (AGP) y una glicoproteina?. El arabinogalactano es el
componente mayoritario de la goma ardbiga constituyendo un 88 % del total, seguida del
complejo AGP que representa un 10 %'2. A este complejo AGP se le atribuyen las propiedades
emulsionantes de la goma arabiga.

-10-
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Los estudios estructurales realizados sobre los polisacdridos mayoritarios de la goma
arabiga (fraccion AG), obtenida del arbol Acacia Senegal, muestran que los mismos estan
compuestos de una cadena central de unidades de —3)-B-b-galactopiranosa-(1— altamente
sustituida en posicién C-6 por cadenas laterales cortas>'%'3, Estas ramificaciones estdn
conformadas por unidades de arabinosa, galactosa, ramnosa y acido glucurénico formando
una gran variedad de estructuras distintas!?*3. Nie et al.** en un trabajo publicado en 2013
propusieron algunas correcciones a la estructura determinada por Street y Anderson'? en
1983. La estructura propuesta actualmente para los arabinogalactanos mayoritarios de la

goma arabiga es sumamente compleja y se puede apreciar en la Figura 1.3.

Anf

Araf Rhap UA
1 1 1
i l !
6 4 3
UlA UA-1—3-Araf-1—3-Arafl —4 Gal.lp 3—1-Galp-6—1-Galp-6—1-Araf
l d
6 6
Arap-1—4 Galp UA UA-1—4-UA-1—3Galp 2—1-Argf-3—1-Araf
Rhap 1 1 1 Rhap
!
4 6 3 6 i
UA Galp 3—1-Galp-6—1-Araf3—1-Araf Galp 4—1-Araf UA
1 1 1 1
l l l l
3 4 3 3
UA Rhap Araf Anaf UA Anaf UA UA Araf Galp 3—R Araf
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 R R 1
l l ! l l l ! ! l | l l l
2 4 6 4 6 2 4 6 2 6 4 2 4
~3-Galp-l—3-Gllp-l—‘3-Galp-l—-3-Galp-l—‘3-Ga]p-l—‘3-G;lp-l—3-G|!p-l—-3-Ga]p~l—3-Galp-l-3-Gu1p-1—-3-Galp-l-3-Galp-l——3-Ga]p-l-—-
6 2 2 2 6 2 6
T 1 T T 1 T T 1
1 1 1 ! 1 1 R 1
Araf UA Araf U4-‘\ Rhap G;lp 3—1-Rhap Rhap-1—2Galp 3—R
3 6
7 T T 1
1 1 1 1
Anaf UA Araf

Figura 1.3. Estructura propuesta para los polisacaridos de la goma ardbiga (adaptado de
Nie et al'®). Los residuos Galp, Araf, Rhap se corresponden con B-D-
galactopiranosa, L-arabinofuranosa y a-L-ramnopiranosa respectivamente.

La goma ardbiga se utiliza en numerosas aplicaciones por su alta solubilidad en agua, de
hasta 50 % m/m, y por su gran capacidad emulsionante y estabilizante®. Sin embargo, la
caracteristica mas distintiva de la goma arabiga es la de formar soluciones de muy baja
viscosidad en comparacién con el resto de las gomas de uso industrial aun a altas
concentraciones®>®11,

Debido a periodos de escasez y precios altos, se han buscado

alternativas mas econdmicas y/o accesibles que puedan reemplazar a esta goma en algunas

-11-
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de sus aplicaciones?. No obstante, sus ventajas técnicas en comparacion con el resto de las

gomas disponibles la han vuelto muy dificil de sustituir?.

Cabe destacar que es comun encontrar en bibliografia>® informacién errénea sobre el
comportamiento de flujo de esta goma. En particular, se afirma que la misma presenta un
comportamiento newtoniano aun a concentraciones altas (mayores al 30 %). Sin embargo,
Sanchez et al.'! en un trabajo publicado en 2002 realizaron una caracterizacion completa de
las propiedades de flujo de la goma arabiga donde mostraron que la misma posee claramente
un comportamiento pseudopldstico en todo su rango de solubilidad. Si bien estos resultados

15-17

han sido replicados en numerosas publicaciones , la confusidon persiste aun en la

actualidad®.

Por sus propiedades emulsificantes y estabilizantes, la goma arabiga se utiliza en la
industria alimentaria mayormente para la encapsulacién de flavores, aceites, componentes
bioactivos, etc®. Estos productos microencapsulados poseen un mayor tiempo de vida y
pueden ser utilizados en mezclas secas®. Ademds, la goma arabiga se emplea para la
manufactura de jugos de fruta en polvo, los cuales al ser muy ricos en azucares son dificiles de
secar por la técnica de spray®. La adicidn de esta goma a los jugos de fruta genera un aumento
en la temperatura de transicion vitrea lo que resulta en una reduccion de la pegajosidad en el
polvo final. En productos de confiteria la goma ardbiga se utiliza para retardar el proceso de
cristalizacidon del azlcar y para emulsionar los componentes lipidicos®°. Adicionalmente, la
goma arabiga se emplea como fuente de fibra soluble en el desarrollo de productos bajos en

calorias®.

En la industria farmacéutica, la goma arabiga se utiliza como agente portador
(“carrier”) de distintos principios activos ya que se considera una sustancia fisiolégicamente
inofensiva!®, Adicionalmente, distintos estudios en los Ultimos afios han mostrado que esta
goma presenta distintas propiedades interesantes sobre la salud humana: propiedades
antioxidantes; resultados positivos en terapia para casos de enfermedades degenerativas

severas como fallas renales, cardiovasculares y gastrointestinales?®,

-12 -
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1.3.3.2 Goma Karaya

La goma karaya es un exudado que se obtiene mayormente de los arboles de la especie
Sterculia urens, perteneciente a la familia Malvaceae, que se encuentra en zonas altas y aridas
de la parte centro y norte de la India>*°. Inicialmente fue introducida en el mercado como
sustituto de la goma tragacanto y actualmente se ha convertido en la segunda goma mas
usada en el mundo®. Como otras gomas, su produccién se aumenta realizando incisiones en
el tronco del arbol, aunque en el caso de esta goma la mayor parte se exuda en un plazo de
24 horas®. En promedio, estos arboles pueden ser inducidos a producir este exudado
aproximadamente cinco veces a lo largo de su vida, con un rendimiento de 1 a 5 kg de goma

karaya por arbol por temporada®.

Comercialmente la goma karaya se clasifica en 3 grados de pureza, los cuales difieren en
su apariencia y en la proporciéon de restos insolubles®. El color de la goma karaya va desde
color gris claro (mayor pureza) hasta un marrdn palido en los exudados de menor pureza® (ver

Figura 1.4).

Figura 1.4. Goma karaya de alta pureza.

La goma karaya estda compuesta mayoritariamente por polisacaridos complejos
altamente acetilados, con un peso molecular del orden de 160 kDa, que se obtienen como

sales de calcio o magnesio®. Los polisacéridos estdn conformados por proporciones

-13-
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practicamente iguales de a-L-ramnosa y B-D-galactosa y por acidos urdnicos, principalmente
acido a-b-galacturdnico. Estructuralmente son ramnogalacturonanos con una cadena central
de —4)-acido a-pD-galacturdnico-(1—2)-a-L-ramnosa-(1— donde las unidades de acido a-D-
galacturdnico se encuentran sustituidas en posicién 2 o 3 con B-b-galactosa o con acido B-D-
glucurdnico respectivamente. Ademas, aproximadamente la mitad de las unidades de a-L-
ramnosa se encuentran sustituidas en posicién 4 por residuos de B-bD-galactosa®>®'>2 (ver

Figura 1.5).

En la Tabla 1.4 se muestra la composicion centesimal de la goma karaya. Los grupos

acetilos se encuentran en posiciones aun no determinadas.

Tabla 1.4. Composicion de la goma karaya.

Composicién % (m/m)
Carbohidratos 54
Acidos Urénicos 37
Proteinas 1
Grupos acetilo (-COCHs) 8
B-p-Galp B-D-GlcpA B-p-Galp
4

4 3 2
—2)-a-L-Rhap-(1— 4)-a-b-GalpA-(1—2)-a-L-Rhap-(1— 4)-a-D-GalpA-(1—>

Figura 1.5. Estructura de los polisacdridos que componen la goma karaya (adaptado de
Lujan-medina et al.?°).

Debido a su alto grado de acetilacién, la goma karaya presenta la particularidad de ser
muy poco soluble en agua. Unicamente a muy bajas concentraciones (0,2 g/kg) esta goma
forma soluciones verdaderas®. No obstante, en contacto con el agua este material puede
absorberla e hincharse para formar soluciones coloidales de muy alta viscosidad®>*°. Para
aumentar la solubilidad de la goma karaya se puede llevar a cabo la desacetilacion de los

polisacaridos®.

La goma karaya se usa ampliamente como estabilizante, usualmente en concentraciones

muy bajas (0,2 a 0,4 %) en una gran variedad de productos alimenticios como helados, postres

-14 -
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congelados, cremas, etc. En productos lacteos congelados se la utiliza para mejorar la textura
. . . . .7 5 .

y las propiedades sensoriales, ya que controla la cristalizacion del agua”. Debido a su

resistencia a medios acidos, también se utiliza este exudado como estabilizante en helados de

fruta®. Ademas, se la emplea en la preparacion de quesos como inhibidor de la sinéresis.

En la industria farmacéutica la goma karaya se emplea como adhesivo dental para
dientes postizos y en la manufactura de fijadores para bolsas de colostomia?. En la industria
del papel, se la utiliza como un aglutinante, mientras que en la industria textil se utiliza esta

goma como un agente viscosante para colorantes utilizados en la tincion de telas de algodén®.

1.3.3.3 Goma Tragacanto

Se denomina goma tragacanto (o goma katira como se la conoce en Iran) a los exudados
de los arbustos del género Astragalu , que comprende mds de 2000 especies de plantas??, y
gue pertenecen a la familia Fabaceae. Estos pequefios arbustos perennes pueden tener una
altura entre 10 cm y 1 m vy se distribuyen en regiones semidesérticas y montafiosas del
sudoeste de Asia?2. A pesar de su amplia distribucién, la mayor parte de la goma tragacanto
gue se comercializa proviene de Irdn y de unas pocas especies de arbustos del género
Astragalus como Astragalus gummifer, Astragalus microephalus, Astragalus kuricus y
Astragalus gossypinus®. Este exudado se cosecha de las ramas y las raices de estos arbustos

luego de realizar incisiones en los mismos para aumentar su producciéon?>.

La goma tragacanto presenta un color de blanco a amarillo oscuro (ver Figura 1.6) y se

comercializa segun su capacidad viscosante y el tamafio de particula®.

La composicion de la goma que se obtiene de diferentes especies de este género es muy
variada. Ademas, se han encontrado diferencias importantes en el exudado producido por la
misma especie debido a variaciones estacionales o geograficas®. Por lo tanto, la goma

tragacanto comercial es un producto que presenta una gran variabilidad en su composicién.

-15-
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Figura 1.6. Goma tragacanto.

La mayor parte del exudado estd compuesto por hidratos de carbono y un porcentaje
minoritario por proteinas y minerales?!. Esta goma estd compuesta por dos fracciones:
tragacantina, que representa del 20 al 40 % del exudado y es soluble en agua y el acido
tragacantico o bassorina la cual corresponde al restante 80 a 60 % de la goma. Esta ultima
fraccion es insoluble en agua, aunque tiene la capacidad de absorberla y espesar la
solucion®?!, Cuanto mayor es la proporcion de tragacantina, el exudado se considera de mayor
calidad?!. Estas fracciones no estdn quimicamente unidas y por lo tanto pueden ser facilmente
separadas por sedimentacidn o centrifugacion de la goma previamente hidratada?3. A su vez,
cada una de estas fracciones presenta subfracciones que pueden ser separadas?, aunque se
ha observado una significativa pérdida en las propiedades funcionales de estas fracciones una

vez que fueron sometidas a este proceso?®.

En base al analisis de los exudados provenientes de las especies comercialmente mas
importantes, la goma tragacanto estd compuesta de acido galacturdnico, xilosa, fucosa,
arabinosa, galactosa y glucosa en cantidades variables segun la especie. La fraccién
mayoritaria bassorina proveniente de la especie Astragalus gummifer presenta una estructura
con una cadena central compuesta de —4)-acido a-D-glucurénico-(1— donde algunos de
estos residuos presentan unidades de B-D-xilopiranosa como sustituyentes en la posicién O-
326, En cambio, la fraccidon soluble tragacantina estd compuesta por un arabinogalactano

altamente sustituido con unidades terminales o cadenas laterales cortas de arabinosa tanto
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pirandsica como furandsica?’. Sin embargo, existe una gran variabilidad en esta goma, ya que
dependiendo de la especie la proporcién de cada fraccion y su estructura quimica pueden

diferir?1:24.28,

La caracteristica mas significativa de la goma tragacanto es su capacidad viscosante, la
cual ademas refleja su calidad®. Dependiendo del grado de calidad de la goma, la viscosidad
de una solucién al 1 % a una velocidad de cizalla de 0,33 s puede alcanzar un valor de 3,5

Pa.s?®.

Su uso como aditivo en alimentos no se encuentra tan extendido en la actualidad ya que
se ha reemplazado en muchas de sus aplicaciones por alternativas mas econémicas como la
goma guar o xantica®. Sin embargo, debido a sus propiedades viscosantes, estabilizantes,
emulsionantes y a su gran resistencia a condiciones acidas presenta ciertas ventajas respecto
a otras gomas? En particular, se la utiliza para prevenir la floculaciéon y coalescencia en

2,5,6

emulsiones de aceites en soluciones acuosas y en aplicaciones no alimenticias como

cremas y lociones dermatolégicas?.

1.3.3.4 Goma Ghatti

La goma ghatti es un exudado que se obtiene de arboles de la especie Anogeissus latifoli,
perteneciente a la familia Combretaceae, que se encuentran en la India y Sri Lanka®. Su
nombre se deriva de la palabra Ghat cuyo significado es “pasaje en la montana”, debido a que
antiguamente se la comercializaba por rutas que atravesaban cadenas montafiosas?®. Los
arboles que producen esta goma poseen la particularidad de ser parte del bosque mas grande
de la India. Estos drboles con una adecuada provisidon de agua y nutrientes pueden alcanzar

los 35 m de altura®.

La goma ghatti posee la particularidad de que exuda naturalmente?®, aunque se suelen
realizar incisiones cuidadosamente en la corteza de los arboles para aumentar su produccién
y no provocar heridas permanentes®. La goma ghatti es exudada lentamente en el transcurso
de varios dias y su rendimiento por cada exudacién puede ser entre 5-50 g dependiendo de la

edad del arbol y su tamafio, entre otras variables®. Posee una apariencia vidriosa y su color
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puede variar de blanco trasltcido a rojo oscuro dependiendo de la antigliedad del exudado y

de que se hayan depositado materiales externos que la oscurezcan>?° (ver Figura 1.7).

Figura 1.7. Goma ghatti.

La goma ghatti estd compuesta principalmente por hidratos de carbono aunque
presenta aproximadamente un 5% de proteinas®’. Los polisacaridos que la constituyen estdn
conformados por L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, D-xilosa y acido D-glucurdénico en
proporciones 10:6:2:1:2°, aunque esta relaciéon puede variar ligeramente en distintas

muestras.

Kang et al.>° informaron que la goma ghatti puede ser fraccionada por precipitacién
selectiva empleando cantidades crecientes de etanol. De esta forma los autores obtuvieron
cuatro fracciones: F50, F65, F80 (precipitados con 50 %, 65 % y 80 % de etanol
respectivamente) y FS (sobrenadante de la fraccién F80)3°. Estudios preliminares mostraron
que las fracciones precipitadas poseen una estructura similar, por lo que en dicho trabajo se
utilizé la F80 como representativa de la estructura de los polisacéridos de esta goma3C. El
analisis estructural de esta fraccién concluyé que los polisacdridos de este exudado estan
compuestos por una cadena principal de —6)-B-D-galactopiranosa-(1— aunque algunas de
estas unidades son reemplazadas por el trisacarido —5)-L-arabinofuranosa-(1—2)-L-
arabinofuranosa-(1—4)-acido glucurénico-(1—. Fundamentalmente las unidades de b-
galactopiranosa de la cadena central se encuentran altamente sustituidas en las posiciones 3
y 4 con residuos terminales de L-arabinofuranosa y en menor proporcidon con unidades

terminales de &cido glucurdnico, arabinopiranosa y galactosa3'3? (ver Figura 1.8).
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Figura 1.8. Estructura propuesta para la fraccién F80 de la goma ghatti (adaptado de Kang.
et al.3?). Los residuos Galp y Araf se corresponden con B-D-galactopiranosay L-
arabinofuranosa respectivamente.

Esta goma se utiliza en India desde la antigliedad debido a sus propiedades medicinales,
entre otras, lo que la vuelve muy util en distintos productos®. Posee propiedades
emulsificantes similares a la goma arabiga por lo que se la utiliza en la industria farmacéutica
en la preparacion de polvos a partir de vitaminas liposolubles. Ademds se utiliza tanto

comercial como domésticamente por sus propiedades adhesivas®.

1.4 Goma Brea

1.4.1 Cercidium praecox

El drbol Cercidium Praecox (Ruiz & Pav) Harms, conocido popularmente como “brea” o
“palo verde”, es una leguminosa que pertenece a la familia Fabaceae que crece en zonas
aridas y semidridas de nuestro pais como arbol o arbusto, alcanzando de 2 a 8 m de altura3334,
Este arbol produce un exudado que se conoce como “goma brea”, el cual puede ser

aprovechado comercialmente por pequefios productores y comunidades que viven en el
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bosque o en sus cercanias, con gran potencial para impulsar el desarrollo de economias

locales3.

En nuestro pais, esta especie se encuentra distribuida formando bosques nativos que se
conocen como “breales”3®, desde la provincia de Rio Negro hasta Salta y Formosa, siendo
particularmente abundante en el chaco arido y semiarido3. Ademads, posee una amplia
distribucién en América, desde el sur de Estados Unidos, pasando por México, Venezuela,

Ecuador, Perd, Bolivia y Paraguay hasta la Argentina33.

En la Argentina se pueden distinguir dos subespecies: Cercidium praecox subespecie
praecox, que se distribuye en zonas semiaridas y subhumedas del centro y norte del pais y
Cercidium praecox subespecie glaucum, que se encuentra en el oeste y norte de Argentina, en
ambientes més secos333 (ver Figura 1.9). Sin embargo, Burkart y Carter3® en el trabajo original
de 1976 donde realizan esta diferenciacién, aclaran que la Unica diferencia entre estas dos
subespecies se encuentra en la forma y tamafio de los ovarios. En otras publicaciones
posteriores33 se especifica que la subespecie praecox crece como un arbol pequefio y se

encuentra en zonas de mayores precipitaciones mientras que

Distribucion de Cercidium praecox .
Subespecie praecox la subespeae glaucum se encuentra en zonas mas secas y se

Subespecie glaucum

desarrolla como un arbusto de 2 a 3 m. Se desconoce si esta
diferencia en el desarrollo es atribuible a cada una de las
subespecies o si se debe a las condiciones climdticas en las
que se desarrollan estas plantas, por lo que resulta

sumamente dificil distinguir ambas subespecies.

Esta especie de darboles nativos posee un sistema
radicular fuerte y profundo que le permite crecer en
pendientes rocosas, razén por la cual es una especie que
coloniza ambientes degradados de nuestro pais. Ademas,
aporta una cantidad importante de materia organica vy

nitrégeno al suelo por tratarse de una leguminosa33. Estas

caracteristicas la vuelven una especie interesante para poder

restaurar ambientes degradados y proteger cuencas®.
Figura 1.9. Zonas de
distribucién de Cercidium Estos arboles poseen una corteza lisa y delgada de un

praecox en la Argentina.3? . .,
color verde -caracteristico y presentan una floracién
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abundante que antedece a la foliacién. Sus flores son pequefias, amarillas, dispuestas en
racimo y poseen capacidad mielifera (ver Figura 1.10). Por otro lado, su madera se
descompone radpidamente por lo que no puede ser utilizada como una fuente de lefia o
carbdén®’. Sin embargo, el aprovechamiento del exudado que emana de su tronco como un
» " . - ~

producto forestal no maderero” no sélo puede ser beneficioso para pequefios productores o
comunidades rurales sino que ademds representa una estrategia para favorecer la

conservacion de esta especie®>?,

Figura 1.10. Arbol de Cercidium praecox y sus distintas partes.

Losano et al.38 estudiaron el mecanismo de secrecién de sustancias gomosas en el xilema
secundario de Cercidium praecox de muestras provenientes de la provincia de Cérdoba,
Argentina. Determinaron que la formacion de estas sustancias comienza en las células del
parénquima que rodea a los vasos, y causa la oclusion total o parcial del [imen de éstos,

coincidiendo con la ocurrencia de un traumatismo.
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1.4.2 Agroforesteria como estrategia de produccion de la goma brea

Se denomina agroforesteria a sistemas y tecnologias de uso de la tierra en los que se
combinan deliberadamente plantas lefiosas perennes (como arboles, arbustos, palmas o
bambus) con cultivos agricolas o animales en la misma parcela de tierra con algun tipo de
disposicion espacial y cronolégica®3?. Si bien es una préactica ancestral, desde 1970 este tipo
de practicas se han beneficiado por una cantidad creciente de investigacidon vy

experimentacion?.

Por otro lado, se calcula que el 25 % de las tierras del mundo se han degradado
enormemente o estdn sujetas a altos indices de degradacion“®. Los tipos de degradacion
incluyen la disminucién de la fertilidad del suelo, el desequilibrio de nutrientes, la erosion, la
compactacién, la acidificacién y la salinizacion. A largo plazo, estos fendmenos pueden ser
responsables de la pérdida de biodiversidad y producir cambios negativos en el microclima
gue faciliten la desertificacion. La degradacidon puede también influir negativamente en el
cambio climatico, al aumentar las emisiones de gases de efecto invernadero. Con el tiempo,
la degradacion de la tierra puede aumentar la vulnerabilidad de las comunidades rurales ante

las amenazas bioldgicas y ambientales y ante los efectos del cambio climdtico®°.

Si estan bien disefiados y manejados, los sistemas agroforestales pueden ayudar a
restaurar los ecosistemas y contribuir a la conservaciéon de la biodiversidad y a la adaptacién
al cambio climatico y mitigacién de sus efectos. Los suelos de sistemas agroforestales
cultivados bajo arboles tienen mayores niveles de carbono organico, nitrégeno mineralizable,
fosforo, potasio y calcio, comparados con los suelos que estan fuera de la influencia de estos
arboles. Ademds, este tipo de sistemas pueden incrementar la eficiencia en la utilizacién de
agua al minimizar las zonas no productivas, aumentando el aprovechamiento del agua de

lluvial.

En Sudan, el bosque mads importante esta constituido por un “cinturén” de Acacia
senegal de donde se obtiene la goma arabiga®. Esta zona comprende unos 520000 km? que se
extienden en la zona central de Sudan y donde vive el 20% de la poblacion de ese pais. La
produccidon de goma arabiga se realiza con un enfoque agroforestal en combinacién con

ganaderia, por lo que en esta zona se encuentra el 66% del ganado de pie del pais!. Ese
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cinturén actla como una barrera natural y protege el 40 % del territorio de Sudan del avance

del desierto?.

Von Miiller et al.® realizaron en 2007 un estudio sobre la viabilidad socioeconémica de
la produccién de goma brea en el Chaco Arido con un manejo agroforestal. En ese trabajo
determinaron que la produccion de goma brea es econdmicamente viable principalmente en
areas de bosque chaquefio en buen estado, mientras que zonas con breales y estados de
degradacion avanzados tienen rendimientos apreciables a pesar de los altos costos
operativos®. Asimismo, concluyeron que la produccion de goma brea incrementa de manera
sustancial los ingresos de los pequefios productores del Chaco Arido permitiendo de esta
manera obtener un producto mas que contribuya a los ingresos familiares, diversificando las
actividades tradicionales y dandole de esta manera mayor sustentabilidad al sistema

productivo.

1.4.3 Obtencion y comercializacion de la goma brea

La planta Cercidium praecox produce un exudado que brota de su tronco y sus ramas
como un mecanismo adaptativo para protegerse de la pérdida de agua ante heridas de diverso
origen38. Este exudado es una goma de color &mbar que se denomind “goma brea” por su
capacidad adhesiva. Histéricamente, esta goma ha sido recolectada manualmente por
comunidades de pueblos originarios en extensas zonas del pais, en especial en la region del

noroeste, y se ha utilizado tradicionalmente como golosina desde tiempos pre-colombinos3*.-

La goma se produce realizando incisiones en el tronco, de donde comienza a exudarse
al cabo de 15 o 30 dias y al entrar en contacto con el aire la goma solidifica, facilitando la
cicatrizacién de la corteza33. El exudado debe ser retirado periddicamente para facilitar una
nueva exudacién y para evitar un contacto prologado con el aire y el polvo, de forma de
obtener un producto de mejor calidad®3. La produccién de la goma se realiza en el periodo de
septiembre a marzo, y por cada arbol adulto se puede obtener entre 100y 300 g de goma por

afo33.

Luego de ser cosechada, la goma brea es sometida a un proceso de purificacién, aunque

actualmente no existe un método estandarizado para tal fin. En el boletin titulado “Goma
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Brea: Caracteristicas y aprovechamiento sustentable” realizado por la entonces Secretaria de
Ambiente y Desarrollo Sustentable de la Nacién en el aifio 2015 se consignd un proceso de
purificacion del exudado®. En primer lugar, la goma brea se disuelve en agua vy se filtra para
eliminar los restos insolubles. Luego a la solucién filtrada se anade etanol hasta alcanzar una
concentracion del alcohol del 60 % y una concentracién de la goma de 12 %. En estas
condiciones la goma brea es insoluble por lo que la mayor parte de la misma precipita y se
separa por filtracion en papel. Finalmente la goma precipitada se seca en hornos o por accidon

del sol y se muele33,

Por otra parte, Alesso et al.*! informaron un procedimiento diferente donde la goma
brea es sometida a un proceso de molienda y posterior disolucion de la goma en agua. A la
solucién resultante se le agrega carbdn activado para decolorarla y luego se realiza una
filtracién para eliminar todo el material insoluble presente como el carbén agregado, restos
de corteza, polvo, etc. Finalmente la solucion que se obtiene se seca por spray, obteniéndose

un polvo de color blanco o ligeramente amarillo*.

1.4.4 Usos y seguridad de la goma brea

Como se menciond anteriormente, la goma brea fue utilizada como alimento desde hace
cientos de afios. von Miiller et al.*?> en un trabajo de 2009 realizaron una evaluacién
toxicoldgica a nivel subcrénico sobre ratones BALB, donde reportaron que no se encontrd
ningun efecto adverso luego de alimentar por 120 dias a estos ratones con goma brea en

niveles de hasta 5% del total de su dieta.

En virtud de estos resultados y “su consumo tradicional y ancestral”*3, en 2012 la
Secretaria de Politicas, Regulacion e Institutos en conjunto con la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca resolvieron la incorporacidn de la goma brea como aditivo alimentario al
Cddigo Alimentario Argentino (CAA)*. Este exudado se incluyd en el Articulo 1398 de dicho
codigo (apartado 72.1), donde se especifica que el mismo puede ser utilizado como agente

espesante, estabilizante y emulsionante.

A diferencia de la mayoria de las gomas comerciales (a excepcién de la goma ardbiga),

la goma brea presenta una gran solubilidad en agua (mayor al 30 %)** y en estudios
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preliminares se determind que forma soluciones de baja viscosidad3*. Por otro lado, Bertuzzi
et al.3* y Castel et al.** en trabajos publicados en 2012 y 2017 respectivamente estudiaron la
capacidad de la goma brea de formar y estabilizar emulsiones de aceites en distintas
concentraciones y realizaron una comparacién con la goma arabiga. Bertuzzi et al.3*
informaron que la goma brea posee capacidad emulsionante siendo la concentracidn éptima
de 5% m/m. Por otro lado, Castel et al.** reportaron que la goma brea genera emulsiones mas
estables que la goma arabiga pero con una viscosidad mayor, por lo que podria utilizarse como

un reemplazo de esta ultima en aplicaciones industriales.

Ademéds, Cecchini et al.*> en un articulo publicado en 2017 informaron que la goma brea
presenta la capacidad de formar peliculas comestibles en mezclas con otros materiales como

cera de abejas y’ proteinas de la leche, empleando glicerol como agente plastificante.

Todas estas caracteristicas vuelven a la goma brea interesante desde el punto de vista
industrial para su utilizacion en distintos tipos de productos, especialmente en la industria
alimentaria. A través de los afios se han correlacionado las caracteristicas reoldgicas de la
goma brea con los de la goma arabiga. Sin embargo, en ninguna de estas publicaciones se
realizd una caracterizacion reoldgica exhaustiva de la goma brea ni se realizé una comparacién
profunda con las propiedades de la goma arabiga para poder determinar si sus propiedades

reoldgicas son efectivamente correlacionables.

En dos trabajos publicados en 20024 y 20073° se estimd que el costo de una tonelada
de goma brea sin refinar se encuentra entre 1000 y 2500 USD. Por otro lado, el precio de una
tonelada de goma arabiga puede fluctuar entre 2700 y 8000 USD?*®. Ademds de presentar un
costo menor, la produccion de la goma ardbiga es inestable, ya que depende de condiciones
climaticas y politicas de los paises que la producen'~. Teniendo en cuenta todos estos aspectos
mencionados y la evaluacion socioecondmica de la produccién de la goma brea realizada von
Miller et al.>* donde determinaron su viabilidad, se ha establecido la conveniencia del
reemplazo de la goma arabiga con goma brea. No obstante, hasta que se inici6 este trabajo
de Tesis se desconocia en profundidad el comportamiento reolédgico de la goma brea y la

factibilidad de utilizarla como un reemplazo local de la goma arabiga.
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1.4.5 Caracteristicas estructurales de la goma brea

Si bien el cddigo alimentario argentino incorporé a la goma brea como aditivo
alimentario®, sus caracteristicas estructurales habian sido determinadas sélo parcialmente

hasta este trabajo de Tesis.

Cerezo et al.*’ fueron los primeros en estudiar este exudado, que fue extraido de &rboles
de Cercidium australe (denominacion anterior a 1976, actualmente Cercidium praecox)
ubicados en el norte de Argentina y corresponde a la misma especie estudiada en este trabajo
de Tesis. Posteriormente, De Pinto et al.*® determinaron algunas caracteristicas estructurales
adicionales en un trabajo publicado en 1994 realizado sobre el exudado de &arboles de

Cercidium praecox ubicados en el noroeste de Venezuela.

Se ha determinado que la goma brea estd compuesta principalmente por
polisacaridos*’°, los cuales estdn conformados principalmente por D-xilosa, L-arabinosa,

4cido p-glucurdnico y 4cido 4-O-metil-D-glucurénico®’48.

En su trabajo publicado en 1969, Cerezo et al.*’ realizaron una determinacién
estructural parcial de los polisacaridos de este exudado donde sugirieron que los mismos
presentan una estructura compleja formada por un esqueleto de unidades de —4)-B-D-
xilopiranosa-(1— las cuales se encuentran sustituidas con D-xilosa, L-arabinosa y dacidos
glucurdnicos. La estructura original propuesta por los autores se presenta en la Figura 1.11,

aunque en el trabajo citado no se especifica la cantidad de cada una de las unidades.

Posteriormente De Pinto et al.*® reportaron algunos detalles estructurales desconocidos
hasta el momento, como la presencia de grupos acetilo (sin informar su cantidad ni posicion
en los polisacaridos) y la existencia de arabinosa tanto en forma pirandsica como furandsica.
Sin embargo, como se observara en el siguiente capitulo, algunas de estas determinaciones

resultaron poco claras.
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D-Xilp (L-Arap)o-Xilp
\

4 2
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2

T
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Figura 1.11. Estructura original de los polisacaridos de la goma brea propuesta por Cerezo
et al. en 1969.

Ambas publicaciones coincidieron en que los polisacidridos que constituyen este
exudado son arabinoglucuronoxilanos complejos que presentan caracteristicas estructurales
similares a xilanos aislados de distintas fuentes naturales. No obstante, hasta ese momento la
estructura fina de estos polisacaridos no habia sido develada. Estas caracteristicas
estructurales preliminares indicaron que la goma brea es muy diferente estructuralmente a la

goma arabiga, a pesar de que en principio presentan caracteristicas fisico-quimicas similares.

1.5 Xilanos extraidos de fuentes naturales

1.5.1 Generalidades

Los xilanos son polisacdridos que se encuentran cominmente en plantas anuales, en
arboles de maderas duras, en cereales y en una menor proporcién en arboles de madera
blanda®%°!. Estos biopolimeros son los principales constituyentes de la hemicelulosa® y
constituyen entre el 25y 35 % en peso seco de la biomasa proveniente de los tejidos lefiosos
de las dicotileddneas y de los tejidos lignificados de las monocotiledéneas, y hasta el 50 % de
algunos tejidos de cereales®3. Mientras que la mayor parte de los xilanos en las dicotileddneas
estdn presentes en las paredes celulares secundarias, en las monocotiledéneas estos

polisacaridos representan el componente principal de las paredes celulares primarias®C.
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El término hemicelulosa fue originalmente propuesto por Schulze para designar a los
polisacdridos que a diferencia de la celulosa fueran extraibles con soluciones alcalinas, por lo
que se considerd erréneamente que los mismos eran precursores de la celulosa®2. En la
actualidad este término se emplea para referirse a los polisacdridos, distintos del almidén y
de las pectinas, que se encuentran asociados a la celulosa en las paredes celulares de las
plantas terrestres®? e incluye no solamente a xilanos sino también a otros biopolimeros como

mananos y B-glucanos>%>2,

Estructuralmente los xilanos poseen una estructura central de —4)-B-b-xilopiranosa-
(1—, la cual puede presentar distintas ramificaciones compuestas de unidades terminales o
cadenas cortas>®>2. Estas ramificaciones se pueden encontrar en distintas proporciones, ya
sea con pocos sustituyentes terminales en la posicion O-2 hasta practicamente una sustitucion
total de las posiciones O-2 y 0-3 de los residuos de xilosa que conforman la cadena central®°.
Comunmente se encuentran como sustituyentes residuos terminales de acido a-b-glucurdnico
y su derivado 4-O-metilado, L-arabinosa y cadenas cortas compuestas de D-xilosa, L-arabinosa,

D-galactosa, D-glucosa y acido (4-O-metil)-a-D-glucurdnico>®>2.

En base a los reportes existentes sobre la estructura primara de los xilanos aislados de
distintos tejidos vegetales, este tipo de polisacaridos se pueden dividir en homoxilanos y
heteroxilanos. Esta Ultima denominacidn incluye glucuronoxilanos (GX), arabinoxilanos (AX),
arabinoglucuronoxilanos (AGX), glucuronoarabinoxilanos (GAX) y otros méds complejos>2. De

todas formas, la ocurrencia de homoxilanos verdaderos es muy escasa®C.

Cabe destacar que si bien las porciones lineales no sustituidas de estos biopolimeros
pueden asociarse con cadenas de celulosa, la capacidad de los xilanos para unirse entre si o
con otros polisacaridos estd disminuida en gran medida debido a que la cadena central estd
conformada por unidades de pentosas (xilosas), que no poseen un grupo funcional de alcohol
primario externo al anillo pirandsico. Esto, en conjunto con la presencia de sustituyentes,
permite que estos polisacaridos puedan ser extraidos con relativa facilidad con agua o en
medio bdasico débil’®. En su forma nativa, estos biopolimeros pueden presentar como
sustituyentes grupos O-acetilo en un grado considerable, los cuales son labiles en medio
basico, por lo que deben adoptarse procedimientos de extraccién adecuados para no

perderlos si se pretende aislar un xilano naturalmente acetilado°.
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1.5.2 Homoxilanos

Como se menciond anteriormente la presencia de homoxilanos puros en la naturaleza
es muy rara. Estos polisacaridos sélo se han podido encontrar tanto en algas rojas como algas
verdes, aunque en estos casos la estructura de la cadena principal estd compuesta de
unidades de —3)-B-b-Xilp-(1— o bien mezclas de —3)-B-b-Xilp-(1— y —4)-B-D-Xilp-(1—>*. En
estas algas se asume que cumplen una funcion estructural en la arquitectura de la pared

celular>?4,

1.5.3 Heteroxilanos

1.5.3.1 Glucuronoxilanos

Los glucuronoxilanos son los componentes principales de la hemicelulosa de arboles de
madera dura®2. La mayor parte de estos polisacaridos poseen una unidad terminal de &cido a-
D-glucurdnico, generalmente 4-O-metilado, enlazado siempre en la posicion O-2 de las
unidades de B-D-Xil de la cadena central, tal como se puede apreciar en la Figura 1.12°2. La
proporcién en la que se encuentra el dcido urdnico respecto de la xilosa puede variar desde

1:4 a 1:16 dependiendo de la fuente donde se obtiene el GX>2.

(4-0-Me)-a-p-GlcpA

{
2

—>4)-B-0-Xilp-(1—> 4)-B-D-Xilp-(1-4)-B-d-Xilp-(1—> 4)-B-d-Xilp-(1—>

Figura 1.12. Estructura tipo de un glucuronoxilano (adaptado de Ebringerova et al.>?)

Ademads de las estructuras tradicionales, en bibliografia se han reportado ejemplos
inusuales de GX. Shatalov et al.>> aislaron de la madera de Eucalyptus globulus un
glucuronoxilano donde algunas de las unidades de acido 4-O-metil-a-b-glucurdénico

presentaban un residuo de a-D-galactosa en la posicidn 2.
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Comunmente estos glucuronoxilanos pueden presentar también grupos O-acetilo
como sustituyentes de las unidades de xilosa de la cadena principal en una proporcién entre
3y 13 %. Sin embargo, en numerosas ocasiones estos grupos no son detectados debido a que
los mismos se hidrolizan durante el proceso extractivo alcalino tipicamente utilizado®2. No
obstante, mediante métodos de extraccion alternativos se han podido aislar estos

polisacdridos preservando este tipo de grupos.

Dahlman et al.*®, en un trabajo publicado en el afio 2000, realizaron el estudio sobre
glucuronoxilanos acetilados extraidos de la madera del arbol Populus tremula (dlamo) con
agua en un horno de microondas a 180 °C. Los autores reportaron que los polisacaridos
extraidos estaban constituidos por un esqueleto central de —4)-B-D-xilopiranosa-(1— donde
algunas unidades se encontraban sustituidas en posicién C-2 por residuos terminales de acido
4-0O-metil-a-b-glucurdnico y en C-3 con grupos O-acetilo. Ademas, los autores detectaron
unidades de xilosa monosustituidas con grupos O-acetilo en las posiciones C-2 o C-3 y

disustituidas en ambas posiciones con estos sustituyentes (ver Figura 1.13).

0-Ac 0-Ac
{ 1

—)4)-B-D-Xz|p-(1—) 4)-B-p-Xi lp-(l—)4)—B—D—lep-(1—)
0-Ac (4-O-Me)—a—D-GIIpA
—)4)—B-D-)g|p-(1—) 4)-B-p-Xi |p-(1—)4)-B-D—X15|p-(1—) 4)-B-p-Xilp-(1—

T T
0-Ac 0-Ac

Figura 1.13. Esquema de la estructura de glucuronoxilanos extraidos de la madera de
Populus tremula propuesta por Dahlman et al.>®

En 2013 Uhliarikova et al.>” publicaron un estudio sobre GX extraidos con DMSO de la
pulpa de Betula pendula (abedul). En este trabajo reportaron una estructura similar a la
determinada por Dahlman et al.>® donde los grupos O-acetilo se encontraban enlazados en las

posiciones C-2 0 C-3, 6 en C-2 y C-3 de las unidades de xilosa de la cadena principal.
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1.5.3.2 Arabinoxilanos

Los arabinoxilanos han sido identificados en los principales cereales que se
comercializan, como en trigo, centeno, cebada, avena, arroz, maiz y sorgo asi como en otras
plantas®?. Estos polisacaridos representan el componente principal de las hemicelulosas del
endosperma y de las capas externas de los granos de cereal, y pueden llegar a constituir el

30 % de la masa de estos cereales?.

Estos biopolimeros presentan una cadena central lineal de unidades de —4)-B-p-Xilp-
(1— sustituidas en las posiciones C-3 y/o C-2 por residuos de a-L-arabinofuranosas. Ademas,
algunas de las unidades de a-L-arabinofuranosa pueden encontrarse esterificadas en la
posicion O-5 con acido ferulico o dcido cumarico?.

Desde la ultima década del siglo pasado se han reportado estudios sobre polisacaridos

5861 Hoffman et al.>®

con este tipo de estructuras aislados de cereales y otras fuentes
publicaron un trabajo en 1992 donde estudiaron las caracteristicas estructurales de los AX
solubles en agua extraidos del endosperma del trigo. Los autores describieron numerosos
fragmentos estructurales que surgen de la combinacion de residuos arabinofuranésicos como
sustituyentes en distintas posiciones de las unidades de xilosa de la cadena central, tal como

se aprecia en la Figura 1.14.

ff e R
e e et el

Figura 1.14. Fragmentos estructurales de arabinoxilanos extraidos del endosperma del
trigo. Los circulos negros (®) representan unidades de —4)-B-b-Xilp-(1—
mientras que los rombos blancos (¢) se corresponden con unidades
terminales de a-L-arabinofuranosa (adaptado de Hoffman et al.>°)

Si bien generalmente las unidades de arabinofuranosas se presentan como residuos

terminales, se han encontrado reportes donde las mismas se encuentran conformando
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pequefias ramificaciones laterales. En un trabajo publicado en 2013, Das et. al.®? describieron
los polisacdaridos aislados con agua caliente de las hojas verdes de Litsea glutinosa, un arbol
de la familia Lauraceae. Estos autores describieron que los polisacaridos aislados estaban
compuestos por un xilano con uniones B-(1—4), donde estas unidades se encontraban
sustituidas en posicidn 2 por trisacaridos del tipo B-L-Araf-(1—3)-a-L-Araf-(1—3)-a-L-Araf-(1—

(ver Figura 1.15).

—)4)-B-D-X§|p—(1—)

B-L-Araf-(1—3)-a-L-Araf-(1—3)- a-L-ALf

Figura 1.15. Esquema de la estructura propuesta por Das et al.’? de los polisacéridos
aislados de las hojas verdes de Litsea glutinosa.

1.5.3.3 Arabinoglucuronoxilanos y glucuronoarabinoxilanos

Tanto los arabinoglucuronoxilanos (AGX) como los glucuronoarabinoxilanos (GAX)
presentan una cadena central de unidades —4)-B-b-Xilp-(1— sustituidas en las posiciones C-
2 y/o C-3 por residuos de acido a-D-glucurdnico (generalmente 4-O-metilado) y a-L-
arabinofuranosa respectivamente, aunque en distintas proporciones relativas. Ademas, estos

polisacdridos se pueden encontrar ligeramente acetilados®?.

Los AGX estructuralmente son glucuronoxilanos que presentan unidades de arabinosa
como sustituyentes. Estos polisacdridos se encuentran en cantidades apreciables en las
paredes celulares de los tejidos lignificados en gramineas y cereales, asi como en las coniferas,
aunque en este Ultimo caso no representan el componente mayoritario de la hemicelulosa®?.
Generalmente este tipo de polisacaridos presentan una mayor cantidad de acido a-D-

glucurédnico o su derivado 4-O-metilado como sustituyentes con respecto a los GX>2.

En contraste con los polisacaridos del tipo AGX, los GAX presentan una estructura
central de arabinoxilano que contiene una proporcidn mucho menor de unidades de acidos
urénicos como sustituyentes respecto a los residuos de a-L-arabinofuranosas, y ademas

algunos de los residuos de B-D-Xilp de la cadena central se pueden encontrar doblemente
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sustituidos con éstos Ultimos®2. Los GAX suelen encontrarse en los distintos tejidos del
endosperma de los granos de cereales como el trigo, el maiz y el arroz®2. Tanto el grado de
sustitucion como la posicidon de los sustituyentes varia en funcién de la fuente de donde se
extraen estos polisacaridos, lo que se refleja en la relacién molar arabinosa:xilosa, el

contenido de acidos urdnicos y la presencia de disacaridos.

Capek et al.®3 aislaron un AGX proveniente de las raices de la planta Rudbeckia fulgida
por extraccién alcalina y cromatografia de intercambio anidnico. En este estudio los autores
determinaron que los polisacdridos aislados estaban compuestos en un 82,3 % por xilosa,

seguido de un 8,8 % de acido 4-O-metil-glucurdnico y un 6,8 % de arabinosa.

Por otra parte, Pefia et al.®* realizaron un estudio estructural muy extenso sobre
glucuronoarabinoxilanos extraidos en medio alcalino de las paredes celulares de distintas
especies de plantas monocotiledéneas, fundamentalmente del orden Commelinidae. En dicho
estudio describieron que estos polisacéridos presentan una cadena central de unidades de
(1—4)-B-p-xilopiranosa donde algunos de estos residuos se encuentran sustituidos en
posicion C-2 por disacaridos de acido (4-O-metil)-a-p-glucurdnico y a-L-arabinopiranosa o B-
D-galactopiranosa mientras que otras unidades de la cadena central de xilosas se encuentran
sustituidas por residuos terminales de a-L-arabinofuranosas en posicion C-3. Debido al

método extractivo empleado no pudieron determinar la presencia de grupos O-acetilo.

En un trabajo publicado en 2006 Hdije et al.%®> extrajeron glucuronoarabinoxilanos
solubles en agua de la cdscara de cebada y realizaron su determinacidn estructural. Como se
puede observar en la Figura 1.16, en este caso encontraron ademas de residuos terminales
de acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico y a-L-arabinofuranosa enlazados en posiciones C-2 y C-3
respectivamente, un disacdrido compuesto de B-D-Xilp-(1—2)-a-L-Araf enlazado en posicidn

C-3 a una unidad de xilosa de la cadena central.
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4-OMe-a-D-GlcpA-(1—2) o-L-Araf~(1—3)

—4)-B-D-Xylp-(1=4)-[B-D-Xylp-( 1= 4)],-B-D-Xylp-(1—= 4)-[B-D-Xylp-(1—=4)] ,-B-D-Xylp-(1—4)-B-D-Xylp-(1—=

\
B-D-Xylp-(1—2)-a-L-Araf-(1-3)

Figura 1.16. Estructura propuesta de GAX extraidos de cdscara de cebada (adaptado de
Héije et al.®?)

1.5.3.4 Xilanos presentes en gomas exudadas

La estructura preliminar propuesta®’*® para los polisacaridos que constituyen la goma
brea difiere de las estructuras antes descriptas de las gomas comerciales mas importantes. No
obstante, existen antecedentes de b-xilanos aislados de los exudados de distintas fuentes que
presentan caracteristicas estructurales coincidentes con estos polisacaridos. Por ejemplo,
distintos tipos de plantas como las angiospermas, algunas dicotiledéneas y monocotileddneas
presentan exudados que consisten en xilanos sustituidos®®. En todos los casos, los
polisacaridos que componen estas gomas se caracterizan por su solubilidad en agua, lo cual
facilita su estudio®®, y por la presencia de acidos urénicos y otros azucares conformando

ramificaciones de cadenas cortas.

Un ejemplo de este tipo de exudados es la goma sapote la cual se obtiene del arbol
Manikara sapota, que pertenece a la famila Sapotaceae y es originario de América Central>%°,
Dutton y Kabir®® estudiaron estructuralmente este exudado y publicaron sus resultados en
1972. Los autores determinaron que esta goma estd compuesta por L-arabinosa, tanto
pirandsica como furandsica, b-xilosa, acido D-glucurdnico y acido 4-O-metil-D-glucurdnico en
proporcién 1,00:2,80;0,48;0,52. Si bien este estudio estructural no fue concluyente, se pudo
determinar que los polisacaridos que componen el exudado presentan una estructura central
de unidades de (1—4)-B-p-xilopiranosa, las cuales se encuentran altamente sustuidas
principalmente en posicién C-2 por unidades terminales de acidos urénicos y oligosacaridos
cuya composicion no pudo ser elucidada®®. Mediante un tratamiento enzimdtico con L-

arabinofuranosidasa se pudieron liberar en grandes cantidades unidades de L-
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arabinofuranosa aunque no se pudieron establecer las posiciones de sustitucién de esta
unidad en los polisacaridos®®. Por las caracteristicas informadas, este exudado estaria
compuesto por un xilano altamente sustituido que presenta ciertas similitudes con la

estructura de los polisacaridos de la goma brea.

Lelliot et al.®’ realizaron un estudio estructural sobre los polisacéridos que componen el
material gomoso obtenido de los cormos de la planta Watsonia pyramidata. Los autores
determinaron que estos polisacaridos estan compuestos de una cadena central de unidades
—4)-B-b-Xilp-(1— sustituidas en las posiciones C-2 y C-3 por residuos de L-arabinofuranosa
donde la unidad de L-Araf que se encuentra en la posicién 2 presenta a su vez un residuo de

a-D-Galp como sustituyente en la posicién C-3.

En un trabajo mas reciente, Maurer-Menestrina et al.%8 estudiaron la composicion de la
goma exudada del arbol Livistona chinensis perteneciente a la familia Arecaceae. En este
trabajo los autores encontraron que la misma estd compuesta principalmente por xilosa,
arabinosa y acido 4-O-metil-glucurdnico y presenta pequeiias cantidades de ramnosa, fucosa
y galactosa. Estructuralmente este exudado presenta una cadena central de (1—4)-B-D-
xilopiranosa donde el 17% de los residuos presentan un sustituyente en la posicion C-2 y el 16
% en la posicion C-3. En cuanto a la identidad de los sustituyentes, las unidades de acido 4-O-
metil-a-glucurénico se encuentran principalmente como unidades terminales en la posicidn
C-2 mientras que se pudieron identificar cadenas laterales compuestas de fucopiranosa,

arabinofuranosa y arabinopiranosa enlazadas en la posicion C-38,

Los ejemplos destacados demuestran la existencia de cierta variabilidad estructural en

estos polisacdridos aunque presentan ciertas caracteristicas estructurales en comun.
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2.1 Estudio de los polisacaridos de la goma brea por métodos quimicos

2.1.1 Obtencidén de la goma brea

El exudado obtenido de los cortes realizados a arboles de Cercidium praecox ubicados
en Santiago del Estero (Argentina) fue secado a temperatura ambiente por varios dias para
obtener un material seco que ayude a su conservacién. Al momento de utilizarlo se lo
suspendid en agua hasta alcanzar una concentracion aproximada de 50 g/L y posteriormente
se separo por filtracidén el material insoluble, que estaba compuesto de restos de corteza del
arbol y polvo. El material obtenido se denomind goma brea cruda (GBC) y se obtuvo con un
68-80 % de rendimiento. Debido a que la cantidad de material insoluble adherido a la goma
es diversa, los resultados de rendimientos obtenidos variaron levemente en distintos

experimentos.

Posteriormente la fraccion GBC fue disuelta nuevamente en agua a una concentracion
de 50 g/L y los biopolimeros constituyentes fueron precipitados por agregado de isopropanol
hasta alcanzar una concentraciéon final de 80 % del alcohol. El producto precipitado fue
separado por centrifugacion a 10°C y fue obtenido con un 76 % de rendimiento. Este producto
se denomind goma brea purificada (GB) (ver Capitulo 5 Materiales y Métodos, seccion 5.2.1)
y se lo utilizé para el estudio estructural y reolégico de los polisacaridos que componen la

goma brea.

2.1.2 Caracterizacion quimica de las fracciones GBC y GB

Se determind la composicion quimica de las fracciones GBC y GB. Los resultados

obtenidos se presentan en la Tabla 2.1.

-39-



Capitulo 2: Composicién y estructura de los polisacaridos de la goma brea

Tabla 2.1. Rendimientos (%?), composicion (%?) de las fracciones GBC y GB.

GBC GB
Rendimiento 68-80° 76¢
Carbohidratos 79 75
Proteinas 8,9 9,0
Grupos acetilo 1,8 2,6
Acidos Urénicos 16 17

@ Expresados en porcentajes m/m.
b Rendimiento calculado a partir del material de partida en base seca.
¢ Rendimiento calculado a partir de la fraccion GBC.

Tanto la fraccion GBC como la GB estan compuestas principalmente por azlcares
neutros y acidos urdnicos y por una pequefia proporcién de proteinas. Las proporciones
obtenidas de estos componentes presentan algunas similitudes con los valores informados en

estudios previos*’48,

El primer estudio sobre las caracteristicas quimicas de la goma brea fue realizado en
1969 por Cerezo et al.*’. En dicho trabajo los polisacaridos de la goma brea fueron purificados
mediante disolucién del exudado extraido del arbol en una solucién acuosa de pH 2-2,5y luego
por precipitacion con etanol al 80 %, procedimiento que fue realizado por duplicado. Los
autores reportaron que la goma brea estaba compuesta por un 74 % por azucares neutros y

un 26 % por acidos uroénicos.

En un estudio posterior realizado por De Pinto et al.*® sobre las caracteristicas quimicas
y estructurales del exudado obtenido de arboles de Cercidium praecox de Venezuela se
empled un proceso distinto de purificacidn. En primer lugar el exudado fue extraido con etanol
en frio. El material residual fue secado, disuelto en agua, filtrado y dializado por 48 h. Para la
fraccidn obtenida los autores informaron una composicion muy similar a la de Cerezo et al.”,

75 % de azucares neutros y 25 % de acidos urdnicos.

Las diferencias obtenidas en este trabajo de Tesis con respecto a los valores informados
en trabajos previos se pueden atribuir a la utilizacién de técnicas diferentes para la
determinacién de su composiciéon quimica y al hecho de que en dichos estudios no se
determinaron proteinas (ver mas abajo). Ademas, en este trabajo se considerd el error que
surge de la utilizacion de las técnicas de Fillisetti-Cozzi®® para determinar dcidos urénicos y

Dubois’® para azlcares neutros y se realizd la correcciéon correspondiente (ver Capitulo 5
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Materiales y Métodos, secciones 5.3.1 y 5.3.2). Si bien las técnicas colorimétricas son
distintas, tanto los azucares neutros como los acidos urdnicos interfieren mutuamente en
cada determinacion, obteniéndose de esta forma valores sobreestimados’. Para corregir
dichos valores se realiza una iteracion teniendo en cuenta el coeficiente de absortividad y el

porcentaje obtenido de cada derivado para cada colorimetria’®.

En ninguno de los casos anteriores fue determinada ni cuantificada la presencia de
proteinas. Sin embargo, en 2016 Castel et al.*® publicaron un fraccionamiento y anélisis de los
polisacéridos de un exudado obtenido de arboles de Cercidium praecox de la provincia de
Salta, Argentina. Los polisacaridos fueron purificados por disolucidn en agua, centrifugacion,
filtracién vy liofilizacion y posteriormente fueron fraccionados por cromatografia de
interaccion hidrofébica. Los autores informaron para el exudado, utilizando el método de
Kjeldahl, un 7,5 % de proteinas, un valor similar al encontrado en el presente trabajo. En dicho
trabajo se determind una proporcidon de polisacaridos*® por diferencia del resto de los
componentes cuantificados, y se informo un valor de 82 %. No se realizé una disquisicion entre

azucares neutros y acidos urodnicos.

Ademds, en el trabajo de Castel et al.*® de 2016 también realizaron la determinacion
colorimétrica de compuestos fendlicos utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu e informaron
un valor de 1,25 %. Sin embargo, en el presente trabajo se realizd6 una determinacién
colorimétrica en condiciones experimentales similares’? y se detectaron Unicamente trazas de
compuestos fendlicos. Cabe destacar que en ninguno de los espectros de resonancia
magnética nuclear realizados se encontraron sefales compatibles con este tipo de
compuestos aunque existe la posibilidad que debido a su baja concentracién no presenten

sefales con una intensidad apreciable.

La presencia de proteinas en la goma brea es un dato relevante ya que pueden tener un
rol importante en las propiedades funcionales del exudado, tal como se ha observado en las
propiedades reoldgicas de la goma ardbiga. Por otro lado, desde un aspecto nutricional es
valioso determinar la composicion de aminoacidos esenciales en dichas proteinas. En un
estudio preliminar realizado por Anderson et al.”® sobre la composicién de aminodcidos de las
proteinas que componen el exudado de Cercidium praecox, se informé que estarian presentes
todos los aminodcidos esenciales a excepcidn de triptofano y arginina. Sin embargo, dicho

trabajo debe ser tomado con precaucidn ya que como se vera luego la composicién informada
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de los azucares constituyentes de los polisacaridos de goma brea no es coincidente con los

demads trabajos publicados, ni con los resultados encontrados en el presente trabajo de Tesis.

Por otro lado, en la Tabla 2.1 se puede apreciar que las dos fracciones estudiadas
contienen aproximadamente un 2 % (m/m) de grupos acetilo. La determinacion cuantitativa
fue realizada utilizando la técnica colorimétrica desarrollada por Hestrin’*. El método
colorimétrico empleado consiste en la reaccidn de los polisacaridos parcialmente acetilados
con hidroxilamina en medio basico para formar acidos hidroxamicos que luego, por agregado
de cloruro férrico en medio acido, forman un complejo coloreado que es cuantificado por
espectroscopia UV-visible (ver Capitulo 5 Materiales y Métodos, seccion 5.3.4). Ademas,
como se vera posteriormente, se determiné por RMN que los grupos acetilos estaban
esterificando algunos oxhidrilos de las unidades de los azucares. En el estudio original de
Cerezo et al*’ del afio 1969, los autores realizaron una colorimetria similar y obtuvieron
resultados positivos, aunque en ese momento los autores no lo relacionaron con la presencia
de grupos acetilo, sino que lo adjudicaron a la lactonizacion del acido glucurdnico. Cabe
recordar que en dicho trabajo los polisacaridos de la goma brea fueron purificados mediante
disolucion de los mismos en una solucion acidificada con HCl| hasta pH 2-2,5 y luego por
precipitacién con etanol al 80 %. Este procedimiento probablemente llevd a los autores a
pensar que se estaban lactonizando los acidos urdnicos. Si bien en nuestro estudio el método
de aislamiento no incluyd soluciones acidas, decidimos explorar la posibilidad de que en
ciertas condiciones ocurrieran las mencionadas ciclaciones. Al someter a la goma brea a
disolucién en medio 4cido y empleando la técnica colorimétrica mencionada, no se encontré
evidencia de que estuvieran ocurriendo procesos de lactonizacién. Asimismo, tampoco se
observé la presencia de sefiales compatibles con lactonas por resonancia magnética nuclear
en condiciones neutras ni acidas. Por lo tanto es probable que los autores interpretaran
erroneamente la reaccidn positiva con hidroxilamina y FeCls empleada en esta técnica

colorimétrica.

En el trabajo de De Pinto et al.*® los autores destacaron en el espectro de RMN-3C Ia
presencia de sefiales cuyos desplazamientos quimicos eran compatibles con los informados
para los metilos de los grupos acetilo. Sin embargo, la localizacién en el polisacarido y la

proporcién de los mismos no fueron determinadas. En este trabajo de tesis, en el estudio por
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resonancia magnética nuclear, se discutira la localizacidn de estos grupos en los polisacdridos

y la complejidad adicional que aportan a la determinacién estructural de los mismos.

2.1.3 Determinacion del peso molecular de las fracciones GBC y GB

El peso molecular de las fracciones GBC y GB fue determinado por cromatografia de
permeacion en geles (GPC) con un detector de indice de refraccién (RI) (ver Capitulo 5
Materiales y Métodos, seccion 5.3.8). Los resultados se muestran en la Tabla 2.2y los perfiles

cromatograficos obtenidos puede verse en la Figura 2.1.
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Figura 2.1. Perfil de GPC de las fracciones GBC y GB.

Tabla 2.2. Peso molecular (kDa) y dispersién de las fracciones GBC y GB.

GBC GB
Peso Molecular a tope de pico (kDa) 111 122
Mn (kDa) 83 100
Mw (kDa) 152 171
Dispersion Mw/Mn 1,8 1,7
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Como puede verse en la Figura 2.1, los perfiles de ambas fracciones son muy similares y
en consecuencia los valores de peso molecular también lo son. Considerando el tope de cada
pico se determind que los valores de pesos moleculares para las fracciones GBC y GB son de
111 kDa y 122 kDa respectivamente. Cabe destacar que ambos perfiles cromatograficos
muestran un solo pico con una dispersion (Mw/Mn) muy similar para ambas fracciones, de 1,8

para la fracciéon GBCy de 1,7 para la fraccién purificada GB.

Resulta llamativo que en bibliografia se encuentra una gran variabilidad de resultados
en cuanto al peso molecular de los polisacaridos de la goma brea. Masuelli et al.”> realizaron
la determinacién del peso molecular de los polisacdridos de goma brea empleando dos
métodos distintos. Utilizaron un sistema de GPC con una columna de rango 50-2000 kDa con
agua bidestilada como fase mévil y un detector de indice de refraccion (Rl) y por otro lado
realizaron la determinacién por Dispersion Dindmica de Luz (DLS). Estos autores informaron
valores entre 1300-2550 kDa para la determinacion por GPC-RI y 2134 kDa para la
determinacidn por DLS. En el trabajo de Castel et al.*° anteriormente citado se estudid el peso
molecular de los polisacaridos de la goma brea empleando GPC con un sistema de dos
columnas en serie, una fase moévil de NaNOs 0,05 M y empleando un detector de indice de
refraccidn. Los autores reportaron valores un tanto confusos ya que en el trabajo no queda
claro si los resultados informados se encuentran expresados en Da o en kDa. Sin embargo,
teniendo en cuenta los estdndares de peso molecular que emplearon, es probable que el valor
informado se encuentre en torno a 200 kDa, siendo éste Ultimo mas cercano al encontrado en

el presente trabajo de Tesis.

2.1.4 Determinacion de azlicares componentes de las fracciones GBC y GB

Para poder determinar la identidad de los azlcares neutros que componen los
polisacaridos de goma brea se obtuvieron los alditoles peracetilados de los hidrolizados de las
fracciones GBC y GB para ser analizados por cromatografia gaseosa (CGL) con un detector de
ionizaciéon de llama (FID) (ver Capitulo 5 Materiales y Métodos, seccion 5.4). En la Tabla 2.3

se pueden observar los resultados obtenidos.
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Tabla 2.3. Azlcares componentes de las fracciones GBC y GB (moles/100 moles).

Azucar GBC GB

Ara 45 44

Xil 55 56

4-0-Me-Glc - tre

Glc - tr
2 {r = trazas

El analisis de los azucares que componen los polisacaridos de las fracciones GBC y GB
muestra que la xilosa es el monosacdrido mayoritario, seguido en un porcentaje levemente

menor por la arabinosa. Ademas se encontraron trazas de glucosa y de 4-O-metilglucosa.

Cabe sefialar que los acidos urdnicos presentan una velocidad de hidrdlisis de su enlace
glicosidico mas lenta que los azlcares neutros’® en condiciones de hidrdlisis tipicas (120°C,
TFA (acido trifluoroacético) 2 M), por lo que se hidrolizan de forma subcuantitaiva. Ademas,
el C-6 no puede reducirse utilizando NaBHg, por lo que los mismos no pueden ser detectados
con la técnica utilizada. Para evitar este inconveniente respecto a la hidrélisis de los acidos
uronicos, normalmente se realiza una reduccion previa de los mismos y de esta manera los
acidos urodnicos se convierten en azucares neutros plausibles de ser hidrolizados vy
determinados en las condiciones empleadas como sus contrapartes reducidas en C-6. En
nuestro trabajo se empled para su reduccién la técnica de Taylor y Conrad’’ con pequefias

modificaciones.

En un primer paso de reaccién se activan los acidos carboxilicos empleando una
carbodiimida soluble en agua, en este caso la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) y luego en un segundo paso de reaccion se utiliza NaBH4 para realizar la reduccién de
los acidos carboxilicos activados. Este procedimiento debia ser realizado por duplicado para
obtener un producto totalmente reducido. En nuestro trabajo se optimizd la reaccién de
reduccién para los polisacaridos de goma brea de forma de poder obtener un producto con

trazas de acidos urénicos sin la necesidad de realizar el procedimiento por duplicado.

En la Tabla 2.4 se muestran las condiciones experimentales propuestas por Taylor y
Conrad para la etapa de reducciéon con NaBHs y las modificaciones realizadas para optimizar

la reaccion de reduccidon de los polisacaridos de goma brea en conjunto con los resultados
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obtenidos de la colorimetria de acidos urdnicos sin correccidn. El primer paso de la reaccién

se realizé siguiendo el procedimiento experimental propuesto por los autores’”.

Tabla 2.4. Condiciones experimentales empleadas para la reaccion de reduccioén de los acidos

carboxilicos de GB.

NaBH, Tiempo

pH Temp. (°C)

Acidos urénicos (%)

(mmol) (min)
Taylor y Conrad 50 60 U 25 4
Taylor Y'Conrad 50 60 8,5-9 45 — 50 0
modificado

Como se observa en la Tabla 2.4, mediante la reaccion de reduccion optimizada para los

polisacaridos de goma brea se logré obtener un producto con un menor porcentaje de acidos

uronicos que con las condiciones sugeridas por Taylor y Conrad. Al aplicar las correcciones

explicadas en la seccion 2.1.2 se obtuvo un producto con trazas de acidos urdnicos que se

denomind GBR (goma brea reducida). La composicion quimica del producto GBR puede

observarse en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Rendimientos (%?), composicion (%?) y peso molecular del producto GBR en

comparacion con la fraccion GB.

GB GBR
Rendimiento 76 78°
Carbohidratos 75 81
Proteinas 9,0 3,6
Grupos acetilo) 2,6 2,9
Acidos Urénicos 17 0
Peso Molecular a tope de pico (kDa) 122 71
Dispersion (Mw/Mn) 1,7 1,9

@ Expresados en porcentajes m/m.
b Rendimiento calculado a partir de la fraccién GB.

En la Tabla 2.5 puede observarse que se pudieron reducir de forma completa los acidos

uronicos presentes en la goma brea mediante el método empleado. En contraste, la

proporcién de grupos acetilo respecto de azlcares neutros no vario con respecto a la fracciéon

GB, lo cual es indicativo de la resistencia de los mismos a las condiciones empleadas durante

la reduccién. En cuanto al peso molecular obtenido para el producto GBR el valor obtenido a
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tope de pico fue de 71 kDa, cercano a la mitad de lo obtenido para GB. Esta disminucion del
peso molecular implica que en promedio ocurridé una Unica ruptura en la cadena principal de

los polisacdridos, por lo que en la practica representa muy poca degradacion.

El porcentaje de proteinas obtenido para GBR fue menor, lo que indica que
posiblemente las condiciones de reaccidon pueden haber generado fragmentos proteicos de

menor peso molecular que fueron perdidos en la purificacién por didlisis.

Los azUcares neutros del producto reducido GBR se determinaron mediante la
generacion de los correspondientes alditoles peracetilados y posterior andlisis por CG. Los
resultados se presentan en la Tabla 2.6, y son comparados con los resultados obtenidos para

la fraccién GB (Tabla 2.2).

Tabla 2.6. Azlcares componentes de la fracciéon GB y del producto GBR (moles/100 moles).

Azucar GB GBR

Ara 44 24

Xil 56 55

4-0-Me-Glc tre 12

Glc tr 9
dtr = trazas

Al analizar los resultados obtenidos para el producto GBR se observa la presencia de
glucosa y 4-O-metilglucosa en porcentajes del 9% y 12% respectivamente. Ademas, se aprecia
que la cantidad de arabinosa disminuye de 44% en GB a 24% en GBR, lo cual esta asociado
con la aparicidon de las nuevas unidades de glucosa y 4-O-metilglucosa. Sin embargo, se

observa que el porcentaje de xilosa no varia significativamente (56% en GB y 55% en GBR).

La practicamente nula variacion de los valores de xilosa entre ambas fracciones puede
explicarse teniendo en cuenta los estudios previos sobre los polisacaridos de goma brea®’48
gue proponen que las unidades de acidos urdnicos se encuentran enlazadas a unidades de
xilosa que conforman la cadena principal. Debido a la resistencia a las condiciones de hidrélisis
del enlace glicosidico de los dcidos urdnicos’®, luego del paso inicial de hidrdlisis, al menos una

parte de las unidades de xilosa sustituidas con &cidos urénicos quedarian formando

disacdridos (ver Figura 2.2), razén por la cual no son detectadas por la técnica cromatografica
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empleada. Al realizar la hidrdlisis para determinar la proporcién de los azlcares neutros del
producto GBR, los azucares correspondientes a los dcidos urénicos reducidos son hidrolizados
sin inconvenientes y por lo tanto no queda un remanente de unidades de xilosa formando
disacaridos, permitiendo detectar y cuantificar la totalidad de las unidades de xilosa que

estaban originalmente enlazadas a los acidos urdnicos (Figura 2.2).

Este fendmeno produce un aumento relativo de unidades de xilosa cuantificadas en GBR
respecto de la fraccién original GB. Sin embargo, al mismo tiempo se observa un efecto
compensatorio entre este aumento y la disminucidon que surge de la incorporacién de los
azucares correspondientes a los acidos urénicos reducidos (Glc y 4-O-Me-Glc) al total de
azucares neutros. Es decir, estos efectos se contrarrestan generando una diferencia muy
pequena en la proporcién de unidades de xilosa entre la fraccion GB y el producto GBR. De
estos resultados se desprende que la cantidad de xilosa encontrada en la fraccién GB estd
subcuantificada en comparacidon a la arabinosa y deja en evidencia que el estudio por
cromatografia gaseosa de las fracciones de la goma brea reducidas permite obtener

conclusiones mucho mas representativas de la composicion de los polisacaridos del exudado.

GlcpA
GB l Hidrdlisisalditoles 5y x| 4+ Glcpa — Xil

Xilp-Xilp-Xilp —

Glfp Hidrolisisalditoles

3 x Xil + Glc
E——)

GBR
Xilp-Xilp-Xilp

Unidades en rojo no detectadas en el analisis de alditoles

Figura 2.2. Esquema de hidrdélisis de acidos urdnicos y unidades de xilosa presentes en GB
y su variante reducida GBR.

Del andlisis de la fraccién reducida GBR se desprende que la relacién molar de arabinosa
y xilosa encontrada en el presente trabajo es de 1 a 2,3, mientras que en el trabajo original de
Cerezo et al.*’ se reportd para una fraccién reducida un valor de 1 a 3,7. La menor cantidad

de arabinosa encontrada en el mencionado trabajo puede explicarse por el método empleado
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por los autores para la purificacidon de los polisacaridos. Como se vera luego, parte de las
unidades de arabinosa constituyentes de los polisacaridos de goma brea se encuentran en
forma furandsica, las cuales presentan una velocidad de hidrdlisis acida mayor que los
azUcares pirandsicos en las mismas condiciones’®’87°, Como ya se menciond anteriormente,
los autores de dicho trabajo utilizaron una solucién de pH 2 en el proceso extractivo, por lo
gue es posible que algunos residuos de arabinosa se hayan hidrolizado durante la purificacién
de los polisacéridos. De esta manera, los biopolimeros precipitados por Cerezo et al.*’
probablemente hayan perdido parte de sus unidades de arabinosa furandsicas, obteniendo
un producto enriquecido en xilosa. Este hecho seguramente llevd a que la estructura

informada por los autores para los mencionados polisacaridos no contemplara la presencia de

arabinosas furandsicas.

Asimismo, en el estudio realizado por De Pinto et al.*® se informé una relacién molar de
arabinosa y xilosa idéntica a la del trabajo de Cerezo et al.*’ de 1:3,7. Sin embargo dicha
relacién se calculd sobre la goma original y no sobre una fraccion reducida. Los autores
detectaron por estudios de metilacién la presencia de arabinosa pirandsica y furandsica,

aungue no realizaron una cuantificacion de cada uno de los residuos que encontraron.

Es importante destacar que se han encontrado trabajos en literatura que presentan
algun tipo de estudio sobre la composicién de la goma brea y que difieren con los resultados
presentados por Cerezo et al.*’ y De Pinto et al.*®. Anderson et al.”® en 1990 informaron que
la goma brea poseia un 34 % de unidades de acido galacturdnico. No obstante, ni en este
trabajo de Tesis ni en los trabajos anteriormente citados se ha podido determinar la presencia
del mencionado acido urdnico. Ademas, Castel et al.*® en 2016 sugirieron que las proteinas
gue se encuentran en la goma brea estarian probablemente formando complejos con
arabinogalactanos (AGP), lo que implicaria la presencia de unidades de galactosa en la
estructura de los polisacaridos. Sin embargo, esta afirmacion tampoco pudo ser respaldada
por el estudio por métodos quimicos realizado en este trabajo de Tesis sobre GB y los distintos
productos obtenidos. Tampoco se encontraron sefiales compatibles con este tipo de residuos
en el exhaustivo andlisis estructural realizado por resonancia magnética nuclear (seccién 2.2).
Otros trabajos’>8° donde se presentan diversas aplicaciones de la goma brea han replicado
parte de los resultados informados por Anderson et al.”® y Castel et al.*°, generando cierta

confusién sobre la composicidn real de los polisacaridos mencionados.
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Por lo tanto la determinacién de la verdadera estructura de los polisacaridos que
componen la goma brea es importante y adquiere mayor relevencia desde el momento que
el Codigo Alimentario Argentino autoriza en el afio 2012 el uso de la goma brea como aditivo
alimentario®®. Como se verd posteriormente en detalle, todas las evidencias experimentales
mostradas en este trabajo de Tesis indican claramente que los polisacdridos de la goma brea

son arabinoglucuronoxilanos.

2.1.5 Determinacion de la configuracion absoluta de las unidades de xilosa y arabinosa

presentes en los polisacaridos de la goma brea

Se determiné la configuracion de las unidades de xilosa y arabinosa constituyentes de
los polisacaridos de la goma brea por cromatografia gaseosa siguiendo la técnica descripta por
Cases et al.®! (ver Capitulo 5 Materiales y Métodos, seccién 5.4.4). La determinacion se realizé
generando diasterémeros de aminoalditoles peracetilados por aminacién reductiva
empleando la amina quiral (S)-metilbencilamina. Los derivados luego se analizaron por

cromatografia gaseosa y se asignaron segun sus tiempos de retencion.

Mediante esta metodologia se pudo determinar que las unidades de arabinosa se
encuentran con configuracién L mientras que las unidades de xilosa se encuentran con

configuracién b.

La configuracidn absoluta de los residuos de acidos urdnicos se podria haber
determinado empleando para el analisis el producto reducido GBR. Sin embargo, dada la baja
resolucidon que presenta esta técnica para las unidades de glucosa, no puede determinarse
fehacientemente la configuracidn de estos residuos por esta técnica. De todas formas, todos
los antecedentes bibliograficos encontrados sobre este tipo de polisacaridos informan que el
acido glucurénico y su derivado metilado en O-4 pertenecen en todos los casos a la serie b*°.
En conjunto con los estudios previos de asignacidn de sefales de RMN en glucuronoxilanos,
en la seccidén de andlisis por resonancia magnética nuclear se muestra la existencia de los

acidos urénicos mencionados con configuracién a-p.
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2.1.6 Analisis por metilacién de la fraccién GB y el producto GBR

Para obtener informacion sobre el tipo de union de los distintos residuos en los
polisacdridos de goma brea se permetilaron las fracciones GB y GBR empleando el método de
Ciucanu y Kerek que se realiza utilizando ICH3 y NaOH pulverizado en DMSO. Los productos
permetilados se hidrolizaron y derivatizaron como alditoles y aldononitrilos peracetilados
para ser analizados cuantitativamente por cromatografia gaseosa utilizando un detector FID.
En los casos en los que fue necesario, se confirmé la identidad de los analitos empleando un
cromatégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas. Los resultados obtenidos se
expresaron como porcentajes molares de cada unidad permetilada o como moles de cada
monosacarido permetilado por cada 100 moles de las unidades de xilosa que conforman la
cadena principal del polisacarido (unidades de monosacarido/100 unidades de xilosa de

cadena).

Las unidades consideradas de cadena son aquellas enlazadas por las posiciones 1y 4. Al
tratarse de residuos pirandsicos, las posiciones libres y plausibles de metilacion sonla 2 y/o la
3. Por lo tanto las unidades de xilosa de cadena estdn comprendidas por la suma de los
alditoles peracetilados de la 2,3-di-O-metilxilosa (2,3-0-Me-Xil), la 2-O-metilxilosa (2-O-Me-
Xil), la 3-O-metilxilosa (3-O-Me-Xil) y la xilosa (Xil).

Cabe sefialar que como las condiciones utilizadas para permetilar el polisacarido
emplean NaOH, no es posible localizar los grupos acetilos mediante esta técnica dado que
estos grupos son labiles en las condiciones experimentales. Se intenté permetilar los
productos bajo condiciones mas suaves en un medio neutro, empleando
trifluorometansulfonato de metilo en fosfato de trimetilo (método de Prehm?®?). En todos los
casos se obtuvieron productos con altos porcentajes de submetilaciéon, de manera que los

resultados obtenidos no eran representativos y por lo tanto no fueron analizados.

2.1.6.1 Resolucion de metilpentosas peracetiladas

Los derivados metilados 2,3-di-O-metilxilosa y 3,4-di-O-metilxilosa obtenidos en el

proceso de metilacidn e hidrdlisis dan lugar posteriormente a alditoles acetilados que son en
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realidad enantiomeros (ver Figura 2.3) y por lo tanto son indistinguibles por cromatografia
gaseosa utilizando columnas no quirales. Para poder distinguir la proporcién de cada unidad
se generaron los aldononitrilos peracetilados de manera de evitar la simetria y asi romper la

isomeria (ver Figura 2.3), de modo de poder resolverlos por CG83,

Para confirmar la identidad de cada unidad, se utilizé6 un cromatégrafo de gases
acoplado con espectrometria de masa con ionizacién por impacto electrénico (CGL-IE-EM).
Para cada derivado se buscaron los picos con valor m/z diagndstico, los cuales se
corresponden a las fragmentaciones mas probables de cada uno, ya que el ion molecular no

suele observarse con dicha fuente de ionizacion en las condiciones empleadas.

2,3-di-O-metilxilosa 3,4-di-O-metilxilosa
CH,0Ac CH,0Ac
— OMe — OAC
MeO — MeO —
— — OMe
180° OAc 180°
CH,OAC CH,OAc
CN CN
— OMe — OAC
MeO — MeO —
— OAC — OMe
180° 180°
CH,0Ac CH,OAc

Figura 2.3. Alditoles y aldononitrilos peracetilados correspondientes a las unidades de 2,3-

di-O-Me-Xil y 3,4-di-O-Me-Xil.

En bibliografia® 3¢ se encuentran estudios completos de fragmentacion de
aldononitrilos de hexosas alquiladas, por lo que generalmente la identificacién de ese tipo de
monosacaridos es sencilla. Sin embargo, la informacién correspondiente a las

fragmentaciones mas probables de los derivados metilados de los aldononitrilos de pentosas
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es muy escasa, encontrandose unos pocos ejemplos en la bibliografia disponible®®®’, Por dicha
razon, para asignar cada uno de los picos del cromatograma se tuvo que realizar un andlisis
previo de las fragmentaciones de estos derivados. En la Figura 2.4 se muestran los espectros
de masa de los derivados acetilados de 2,3-di-O-metilxilononitrilo y 3,4-di-O-metilxilononitrilo

y en la Figura 2.5 se presentan las fragmentaciones mas probables de dichos derivados.

2,3-di-O-metilxilononitrilo

100 133
Erd
a0
a0
70
60-]
50-]
40
s
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74 &3
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10 103 14 145

L IN | | i
0 II‘|I II I‘\ ‘ II l l\ T T L T II T T T T T II

50 600 70 a0 an 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

3,4-di-O-metilxilononitrilo

1 UU—E 17
go—f
su—f
70—f
80
50
40—5
2]

] 101

20
] 126

58 T3
a3
u.|||‘| 1 I|.||I

a0 &0 7o a0 an 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Figura 2.4. Espectros de masa de los derivados peracetilados de 2,3-di-O-metilxilononitrilo
y 3,4-di-O-metilxilononitrilo.
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+
C=N T
CH—0OMe C=N
| | -HCN CH—0OMe
CH-OMe —» CH—-—OMe ——» Il
I | C=—0Me
?H—OAC CH=8Me @
CHZ-OAC
2,3-di-O-metilxilononitrilo acetilado m/z 114 m/z 87
@ @ ®
CH=0Me CH=0OMe CH=0M¢
I -AcOH | -CH,CO I
(I:H—OAC —_— (I:IH —_— (IIH2
CH,-0OAc CH—O0OAc CHO
m/z 189 m/z 129 m/z 87
+
c=N I
| C=N C=N
CH—O0Ac | |
| CH—O0Ac -AcOH CH
CH-OMe ——» | —»
| CH—OMe C—0Me
CH—0OMe | |
| CH=0OMe CH=0Me
CH,-OAc @ @
3,4-di-O-metiIinoionitrilo acetilado m/z 186 m/Z 126
® ®
@ CH=0Me CH=0Me
CH=0Me | -AcOH I
[ CH—OMe ——» C—OMe
CH,-OAc I I
CH,-OAc CH,
m/z 117
m/z 161 m/z 101

Figura 2.5. Fragmentaciones mas importantes de los derivados peracetilados 2,3-di-O-
metilxilononitrlo y 3,4-di-O-metilxilononitrilo.

Como puede observarse en las figuras anteriores los iones moleculares de los analitos
no son detectados. Coincidentemente con antedecedentes bibliograficos®48¢, se encontré
gue las fragmentaciones mas probables por impacto electrénico de este tipo de derivados son
aquellas donde el enlace que se rompe se encuentra adyacente a un grupo O-metilo,
soportandose la carga sobre estos. La generacion de estos fragmentos determina los perfiles
de los espectros de masa. Las fragmentaciones posteriores implican la pérdida de moléculas

neutras como acido acético, acido cianhidrico y cetena.
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Una situacidn similar de observd con las unidades 2-O-metilxilosa y 3-O-metilxilosa ya
gue a pesar de no formar alditoles peracetilados simétricos, no pueden resolverse en las
condiciones cromatogréficas empleadas®3 8, La proporcién especifica de cada unidad pudo
determinarse mediante el andlisis de los aldononitrilos peracetilados. La confirmacién de la
identidad de cada pico se realizé mediante el mismo procedimiento que los derivados
dimetilados mostrados anteriormente. Se realizd un andlisis previo de sus fragmentaciones
mas probables y de los picos con valores m/z mayoritarios. En las Figuras 2.6 y 2.7 se muestran
los espectros de masa de los derivados peracetilados de 2-O-metilxilononitrilo y 3-O-

metilxilononitrilo y las fragmentaciones mas probables de estos derivados respectivamente.

2-0-metilxilononitrilo
100 115
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&0
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30 103
] bk 145
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] a5 172
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] 55 E | ‘
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o] I||I|I| I|| L] | 1] || T I|| - | L : TN ; ; ; :
50 60 70 80 a0 100 10 120 130 140 150 160 170 180 180 200
3-0-metilxilononitrilo
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Figura 2.6. Espectros de masa de los derivados peracetilados 2-O-metilxilononitrilo y 3-O-
metilxilononitrilo.
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T+
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CH,-OAc
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C=N C=N ® (©)
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Figura 2.7. Fragmentaciones mas importantes de los derivados peracetilados 2-O-
metilxilononitrilo y 3-O-metilxilononitrilo.

Al igual que lo analizado anteriormente, en los espectros de masa mostrados no
pueden observarse los iones moleculares de los analitos analizados. Asimismo se puede
apreciar que los picos mayoritarios se corresponden con las fragmentaciones donde el enlace
gue se rompe se encuentra adyacente a un grupo O-metilo. Cabe destacar que en la
generacion del fragmento de valor de m/z 83 se observa la pérdida de un radical acetato, lo

cual si bien no es comun ha sido reportado en biblografia anteriormente?®®.
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Asimismo, en bibliografia practicamente no se pudo encontrar informacion relativa a los
espectros de masa y las fragmentaciones mas probables de los aldononitrilos permetilados
correspondientes a residuos pirandsicos y furandsicos de pentosas terminales. Unicamente
en el trabajo de Tesis del Dr.Stortz8> se encontré un anélisis del espectro de masa del derivado
5-0-acetil-2,3,4-tri-O-metilxilononitrilo. Por lo tanto se realizd el andlisis de fragmentaciones
mas probables sobre los espectros de los derivados 2,3,4-tri-O-metilarabinononitrilo y 2,3,5-
tri-O-metilarabinononitrilo correspondientes a residuos pirandsicos y furanédsicos terminales
respectivamente. En las Figuras 2.8 y 2.9 se observan los espectros de masa y las

fragmentaciones mas probables de dichos derivados respectivamente.
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Figura 2.8. Espectros de masa de los derivados peracetilados 2,3,4-tri-O-
metilarabinononitrilo y 2,3,5-tri-O-metilarabinononitrilo
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Figura 2.9. Fragmentaciones mas importantes de los derivados peracetilados 2,3,4-tri-O-
metilarabinononitrilo y 2,3,5-tri-O-metilarabinononitrilo.

En los espectros de masa obtenidos de los derivados aldononitrilos permetilados
correspondientes a residuos de pentosas terminales se puede apreciar que se obtienen varios
picos con intensidades importantes, a diferencia de los espectros anteriores donde en general
se obtuvieron uno o dos picos mayoritarios. Ese hecho se puede explicar por la presencia de
tres grupos O-metilo en estos derivados que provoca una fragmentaciéon mas dirigida de los

mismos.
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La proporcion relativa determinada en el analisis por aldononitrilos peracetilados fue
aplicada en los resultados cuantitativos obtenidos en el analisis por CGL de los alditoles

peracetilados. Los resultados se muestran en la Tabla 2.7 y la Tabla 2.8.

2.1.6.2 Andlisis de resultados por metilacién

En la Tabla 2.7 pueden observarse los resultados del analisis por metilacién de las
fracciones GB y GBR expresados segun los porcentajes molares obtenidos. En la columna de
la derecha se muestra el porcentaje de disminucién de cada derivado al pasar de la fraccién

GB al producto GBR.

Tabla 2.7. Andlisis por metilacién de los alditoles peracetilados de la fraccion GB y el producto
GBR. Valores expresados como moles/100 moles.

Monosacarido® Unidad GB GBR Diferencia (%)
2,3,5-Ara Arafi 5,6 3,9 29
2,3,4-Ara Arapt 20,7 15,6 24
2,5-Ara —3)-Araf 3,9 2,8 29
2,3-Ara —5)-Araf 1,3 0,9 27
2,3,4-Xil Xilpt 20,2 13,6 33
2,3-Xilb —4)-Xilp 7,6 53 31
3,4-Xil° —2)-Xilp 1,0 1,0 0
3-Xil¢ —2,4)-Xilp 33,4 28,1 16
2-Xil¢ —3,4)-Xilp 4,5 4,3 5
Xil —2,3,4)-Xilp 1,9 1,1 39
2,3,4,6-Gic Glcpt - 7,9 -
3,4,6-Glc —2)-Glcp - 14,9 -

2 Alditoles peracetilados que poseen grupos metilo en las posiciones especificadas. Ejemplo 2,3-Xil corresponde
a 2,3-di-O-metilxilosa

b Dado que los alditoles son enantiémeros, la proporcién relativa de cada uno fue determinada realizando los
aldononitrilos peracetilados.

¢Como los alditoles no se resuelven en las condiciones ensayadas, se distinguieron realizando los aldononitrilos
peracetilados®.

4 El patrén de metilacidn se podria corresponder a la unidad —4)-Arap pero como se explica posteriormente se
corresponde con la unidad furandsica descripta.
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Mediante el analisis de los aldononitrilos peracetilados se pudo determinar que la
relacion 2,3-di-O-metilxilosa a 3,4-di-O-metilxilosa en la fraccidon GB es de 89:11, mientras que
en el producto GBR es de 84:16. Estos resultados indican que la proporcién relativa
practicamente no cambia en el producto reducido GBR con respecto a GB y que la mayoria de
dichos residuos son de 2,3-di-O-metilxilosa, los cuales se corresponden con unidades de xilosa
de cadena unidas 1—4. La presencia minoritaria de unidades dimetiladas en posicién C-3y C-
4 denotan la existencia de unidades xilosa sustituidas en posicién C-2 probablemente

formando pequefas cadenas laterales.

Ademads, se pudo determinar que la relacién entre 3-O-metilxilosa y 2-O-metilxilosa en
GB es de 88:12, mientras que en el producto GBR es de 87:13. Estos resultados implican que
las unidades mayoritarias en ambos casos son los residuos de xilosa de cadena que presentan

un sustituyente en la posicién C-2 (3-O-metilxilosa).

Por otro lado, la diferencia mas importante al comparar los resultados obtenidos para
GB y GBR se debe a que se incorporan los derivados metilados de glucosa y 4-O-metilglucosa
en el producto reducido, provenientes de los correspondientes acidos urdnicos. Estas

unidades representan aproximadamente el 23% de los derivados.

Al analizar los porcentajes de disminucion obtenidos en la columna de la derecha de Ia
Tabla 2.7 podemos apreciar que todos los derivados disminuyen aproximadamente entre un
25-30%, a excepcion de las unidades 3,4-di-O-metilxilosa, 3-O-metilxilosa y 2-O-metilxilosa.
Las unidades de 3-O-metilxilosa y 2-O-metilxilosa disminuyen en menor proporciéon que el
resto de los residuos, mds precisamente un 16 % y un 5 % respectivamente. Como se detallé
en la seccién 2.1.4, la velocidad de hidrdlisis del enlace glicosidico de los acidos urdnicos es
mas lenta que la de los azlcares neutros y en consecuencia las unidades a las cuales dichos
acidos estaban unidos no fueron detectadas. Por dicha razén se observé que el porcentaje
obtenido en el andlisis de azlicares componentes para los residuos de xilosa no varié entre las
fracciones GB y GBR, mientras que el valor asociado a las unidades de arabinosa disminuyé
marcadamente en GBR. Por lo tanto, se puede considerar que una disminucién en una menor
proporcién de los derivados metilados 3-O-metilxilosa y 2-O-metilxilosa puede indicar que en
el producto GBR hay una cantidad de estos derivados que se incorporan al total, compensando
parcialmente la disminucidn por la incorporacion de las unidades metiladas de glucosa y 4-O-

metilglucosa. Es decir que estos resultados estarian sugiriendo que los acidos urdnicos se
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encuentran enlazados a las xilosas de la cadena principal en posicidon C-2 (3-O-metilxilosa) y

en posicidn C-3 (2-O-metilxilosa).

En la Tabla 2.8 se muestran los mismos resultados del andlisis por metilacién de la
fraccién GB y del producto GBR pero expresados como moles de cada alditol permetilado por

cada 100 moles de las unidades de xilosa que conforman la cadena principal del polisacarido.

Como se mencioné anteriormente, la informacién mds representativa de la estructura
de los polisacaridos de goma brea obtenida por analisis quimicos se pudo extraer del estudio
del producto reducido. De dicha fraccion se pudo obtener informaciéon de manera indirecta
sobre los sitios de unidn de los acidos urdnicos a partir del analisis de los derivados de glucosa
y ademas, en funcién de una hidrdlisis completa, se logré cuantificar de forma confiable los

azUcares neutros, en particular las unidades de xilosa.

Tabla 2.8. Analisis por metilacién de los alditoles peracetilados de la fraccion GB y su producto
GBR (moles/100 moles de xilosa de cadena?)

Monosacarido® Unidad GB GBR
2,3,5-Ara Araf: 12 10
2,3,4-Ara Arap: 44 40
2,5-Ara —3)-Araf 8 7
2,3-Ara —5)-Araf® 3 2
2,3,4-Xil Xilpt 43 35
2,3-Xil¢ —4)-Xilp 16 14
3,4-Xil° —2)-Xilp 2 3
3-Xil —2,4)-Xilp 71 72
2-Xil —3,4)-Xilp 10 11
Xil —2,3,4)-Xilp 4 3
2,3,4,6-Gic Glcpy - 20
3,4,6-Glc —2)-Glcp - 39

2100 unidades de xilosa de cadena = 2,3 Xil + 3-Xil + 2-Xil + Xil.

b Alditoles peracetilados que poseen grupos metilo en las posiciones especificadas. Ejemplo 2,3-Xil corresponde
a 2,3-di-O-metilxilosa

¢ Dado que los alditoles son enantiomeros, la proporcién relativa de cada uno fue determinada realizando los
aldononitrilos peracetilados.

4Como los alditoles no se resuelven en las condiciones ensayadas, se distinguieron realizando los aldononitrilos
peracetilados®3.

€ El patrén de metilacién se podria corresponder a la unidad —4)-Arap pero como se explica posteriormente se
corresponde con la unidad furandsica descripta.
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Del andlisis de la Tabla 2.8 se deduce la existencia de una cadena conformada por
unidades de xilosa pirandsica con uniones del tipo 1—4 tanto en la fraccién GB y como en el
producto GBR. Para el producto reducido GBR se determind que de cada 100 unidades de
xilosa unidas por posicidn 4, 72 unidades se encuentran sustituidas en C-2 (—2,4-Xil), 11 en
C-3 (—3,4-Xil), 14 no se encuentran sustituidas y 3 unidades estarian trisustituidas, aunque
este Ultimo dato debe ser considerado con precaucidn ya que puede ser producto de una
submetilacion. Ademds, por cada 100 unidades de xilosa de cadena se encuentran 38 unidades
laterales de xilosa (2,3,4-tri-O-metilxilosa y 3,4-di-O-metilxilosa), 3 de las cuales se encuentran
sustituidas en posicién 2. La presencia minoritaria de unidades dimetiladas en posicion C-3y
C-4 denotan la existencia de unidades de xilosa sustituidas en posicién C-2 probablemente
formando pequeiias cadenas laterales. Aunque la existencia de algunas de estas unidades
habia sido informada previamente, la proporcién relativa de cada una de ellas nunca habia

sido determinada®’*8.

La presencia de 2,3,4,6-tetra-O-metilglucosa y 3,4,6-tri-O-metilglucosa en el producto
GBR es indicativa de que los acidos urdnicos se encuentran como unidades terminales en el
producto original, donde aproximadamente los dos tercios de ellos se encuentran sustituidos
en posicidon 2. En particular, por cada 100 unidades de xilosa de cadena se encuentran 59
unidades de glucosa terminal y su derivado metilado en posicidn 4. El 66 % de estos azlcares
(39 unidades) estan sustituidas en posicidn 2 (incluyendo los derivados de 4-O-metilglucosa).
En este punto cabe destacar que en ninguno de los trabajos anteriores sobre las caracteristicas

estructurales de estos polisacaridos se determind la proporcion relativa de estas unidades.

En la Tabla 2.8 puede observarse para las fracciones GB y GBR la presencia de cuatro
tipos de unidades de arabinosa diferentes: arabinosas terminales pirandsicas y furandsicas
(68% de 2,3,4-Me-Ara y 17% de 2,3,5-Me-Ara respectivamente), arabinosas furandsicas
sustituidas en C-3 (12% de 2,5-Me-Ara) y arabinosas sustituidas en posicion C-4 o C-5 (3% de

2,3-Me-Ara).

En los estudios previos realizados sobre goma brea, De Pinto et al.*® informaron la
presencia de residuos de arabinosa furandsica en estudios por metilacidn, aunque Unicamente
como unidades terminales. Dichas unidades no fueron cuantificadas y no se determinaron

unidades de arabinofuranosa sustituidas. En el trabajo anterior realizado por Cerezo et al.*’
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solo encontraron arabinosas pirandsicas, lo cual se deba probablemente, como ya se ha

indicado, al método extractivo utilizado?’.

Para el producto GBR, si se ordenan las unidades laterales segun su proporcidn, las mas
abundantes son los acidos urdnicos con 59 unidades/100 unidades de xilosa de cadena,
seguidos por los residuos de arabinosa pirandsica terminal con 40 unidades/100 unidades de
xilosa de cadena, en tercer lugar por las unidades terminales de xilosa piranésica con 35
unidades/100 unidades de xilosa de cadena y por ultimo la suma de las unidades de
arabinofuranosas con un total de 19 unidades/100 unidades de xilosa de cadena. Con la
informacién conseguida hasta aqui no se pueden determinar de forma certera las posiciones

de union de cada una de las cadenas laterales.

Para profundizar el estudio estructural de los polisacaridos de goma brea se decidid
modificarlos quimicamente para luego someterlos a estudios de alquilacion y RMN. Al realizar
una hidrélisis o reaccién de degradacion con selectividad se puede eliminar un residuo en
particular del polisacarido, descartarlo por didlisis y posteriormente metilar el producto. De
esa forma la posicidn que previo al tratamiento se encontraba ocupada por dicho residuo se
va a encontrar metilada en el producto degradado. Comparando los resultados obtenidos del
analisis por metilacién de la fraccién de partida y del producto degradado se puede obtener
informacién sobre su sitio de unién. Algunos de estos resultados se corroboraran

posteriormente en el analisis por RMN (ver seccién 2.2).

2.1.7 Caracterizacion quimica de los productos hidrolizados GBH y GBRH

Es sabido que los residuos de tipo furandsicos son mucho mas labiles a la hidrdlisis dcida
que los azlcares pirandsicos en las mismas condiciones’®’879, John W. Green en el libro “The
Glycofuranosides” informa que la alta velocidad de hidrdlisis de este tipo de residuos frente a
sus pares pirandsicos fue la primera propiedad utilizada para poder diferenciarlos’®. Por lo
tanto, para determinar los sitios de unidn de este tipo de residuos a la cadena central de
xilosas se sometié a la fraccién GB y al producto GBR a una hidrdlisis en condiciones suaves,
empleando TFA 0,02 M a 100°C. Posteriormente, se realizé un proceso de purificacion por

dialisis con una bolsa de peso molecular de corte de 3500 Da, de manera de eliminar los
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residuos hidrolizados de bajo peso molecular del producto final. Se obtuvieron las fracciones
GBH (goma brea hidrolizada) y GBRH (goma brea reducida e hidrolizada), las cuales fueron

analizadas.

Los resultados obtenidos de la composicion quimica de los productos GBH y GBRH se
presentan en la Tabla 2.9 y se agregan los resultados ya informados de los productos originales
de partida de manera de facilitar su comparacion. Se observa que el rendimiento obtenido
para el producto GBH fue del 59%, lo cual indica que en la hidrélisis se perdieron

efectivamente una parte de los residuos que constituyen los polisacaridos de GB.

Tabla 2.9. Rendimientos (%?), composicion (%?) y peso molecular de la fraccion GB y los
productos GBH, GBR y GBHR.

GB GBH GBR GBRH
Rendimiento 76 59° 78° 48°
Carbohidratos 75 85 81 79
Proteinas 9,0 2,5 3,6 ND¢
Grupos acetilo 2,6 3,2 2,9 2,6
Acidos Urénicos 17 23 0 0
Peso Molecular a tope de pico (kDa) 122 31 71 11
Dispersion (Mw/Mn) 1,7 2,9 1,9 2,8

@ Expresados en porcentajes m/m.
b Rendimiento calculado a partir de la fraccién GB
¢ND = no determinado.

Las composiciones de las dos fracciones conseguidas por hidrdlisis en condiciones
suaves (GBH y GBRH) se asemejan a las de los productos de partida, manteniéndose las
proporciones de azucares neutros y de grupos acetilo. La diferencia mas notoria se observa
entre GB y GBH en la cantidad de proteinas, tal como se observé entre GB y GBR. Se aprecia
gue tanto un tratamiento realizado en medio acido como alcalino podrian actuar como
agentes disgregantes o degradantes lo que podria llevar a una pérdida de fragmentos

proteicos en el proceso de dialisis.

Los pesos moleculares determinados a tope de pico para los productos hidrolizados
disminuyd con respecto a las fracciones originales GB y GBR. Sin embargo, sus perfiles
cromatograficos conservan las formas aproximadamente gaussianas (Figura 2.10). Es ldgico

gue al emplear condiciones acidas suaves para obtener estos productos, se haya producido
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una leve degradacién de los polisacdridos, disminuyendo el largo de la cadena y por
consiguiente su peso molecular. De todas formas, el producto GBH, con un peso molecular a
tope de picode 31 kDa, y el producto reducido GBRH con un peso molecular de 11 kDa, poseen
un numero suficientemente grande de residuos como para ser representativos de la

estructura de los polisacaridos originales.

—  GBH

Indice de refraccion

”

I |
10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 2.10. Perfil de GPC de las fracciones GBC, GB y los productos GBH, GBR y GBRH.

2.1.8 Determinacion de aziicares componentes de los productos GBH y GBRH

Al igual que con los productos anteriores, se realizaron los alditoles y aldononitrilos
peracetilados de los productos GBH y GBRH para ser analizadas por CGL-FID. Los resultados

pueden observarse en la Tabla 2.10.
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Tabla 2.10. Azucares componentes de la fraccion GB y los productos GBH, GBR y GBRH
(moles/100 moles).

Azucar GB GBH GBR GBRH
Ara 44 25 24 15
Xil 56 72 55 63
4-0-Me-Glc tre tr 12 12
Glc tr tr 9 10

2 tr = trazas.

Al comparar los productos hidrolizados en condiciones suaves con los de partida (GBH
vs. GB y GBRH vs. GBR) se observa una disminucion del 40% de las unidades de arabinosa, lo
cual es consistente con la pérdida en el proceso de hidrélisis y posterior didlisis de unidades
de arabinosa furandsica. No obstante, se puede percibir claramente que una parte de las
unidades de arabinosa es resistente a las condiciones de hidrdlisis empleadas, por lo que se
desprende que la arabinosa se encontraria en el polisacarido tanto en forma furandsica como

pirandsica.

Si se observan los resultados obtenidos para el producto GBRH la relacidon
arabinosa:xilosa obtenida es de 1:4,2, un valor mucho mas cercano al informado en el trabajo
original de Cerezo et al.*’ (1:3,7). Como fue mencionado en la seccién 2.1.4, los autores del
mencionado trabajo realizaron una purificaciéon a pH = 2, por lo que se pueden haber perdido

unidades de arabinofuranosas en ese proceso.

2.1.9 Analisis por metilacion de los productos GBH y GBRH

Los productos GBH y GBRH fueron permetilados y sus correspondientes alditoles y
aldononitrilos peracetilados fueron analizados por cromatografia gaseosa. Los resultados
obtenidos fueron expresados en moles por cada 100 moles de xilosa de cadena y pueden

observarse en la Tabla 2.11.

Como se menciond anteriormente, las unidades de arabinofuranosa se encuentran
como unidades terminales (2,3,5-tri-O-metilarabinosa), como unidades sustituidas en la

posicién C-3 (2,5-di-O-metilarabinosa) o bien como unidades sustituidas en posicién C-5 (2,3-
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di-O-metilarabinosa). Estas Ultimas podrian tratarse de residuos del tipo pirandsicos o
furandsicos, sin embargo cuando la fraccién GB y el producto GBR fueron sometidos a
hidrdlisis suave para eliminar las unidades furandsicas, se observé que dicho derivado

metilado desaparecia en los prodcutos GBH y GBRH (ver Tabla 2.11).

Tabla 2.11. Andlisis por metilacion de los alditoles peracetilados de los distintos productos
generados a partir de la goma brea (moles/100 moles de xilosa de cadena?)

Monosacarido® Unidad GB GBH GBR GBRH
2,3,5-Ara Araf: 12 2 10 2
2,3,4-Ara Arap: 44 45 40 34
2,5-Ara —3)-Araf 8 - 7 1
2,3-Ara —5)-Araf 3 1 2 1
2,3,4-Xil Xilp: 43 48 35 29
2,3-Xil¢ —4)-Xilp 16 58 14 39
3,4-Xil° —2)-Xilp 2 5 3 5
3-Xil —2,4)-Xilp 71 31 72 49
2-Xil¢ —»3,4)-Xilp 10 6 11

Xil —52,3,4)-Xilp 4 5 3

2,3,4,6-Glc Glcp: - - 20 31
3,4,6-Glc —2)-Glcp - - 39 30

2100 unidades de xilosa de cadena = 2,3 Xil + 3-Xil + 2-Xil + Xil.

b Alditoles peracetilados que poseen grupos metilo en las posiciones especificadas. Ejemplo 2,3-Xil corresponde
a 2,3-di-O-metilxilosa

¢ Dado que los alditoles son enantidmeros, la proporcidn relativa de cada uno fue determinada realizando los
aldononitrilos peracetilados.

4Como los alditoles no se resuelven en las condiciones ensayadas, se distinguieron realizando los aldononitrilos
peracetilados®.

Al analizar los resultados obtenidos para ambos productos hidrolizados (GBH y GBRH)
se observa claramente una gran disminucién de la cantidad de residuos furandsicos de
arabinosa. Paralelamente se aprecia el aumento en la proporcién de las unidades de 2,3-0O-

metilxilosa y una consecuente disminucién de la 3-O-metilxilosa.

Ademas, observando los resultados obtenidos para el producto GBH se observa una
deficiencia de puntos de ramificacidn. Este tipo de inconsistencias refuerzan la importancia de
analizar mds en detalle los productos reducidos para obtener conclusiones estructurales

representativas de los polisacdridos que constituyen la goma brea.
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Analizando en detalle las diferencias encontradas en los productos reducidos GBR y
GBRH se observa que en el producto hidrolizado las arabinosas furanésicas (2,3,5-Ara, 2,3-Ara
y 2,5-Ara) disminuyen de 19 a 4 unidades cada 100 unidades de xilosa de cadena. Ademas,
comparando los derivados permetilados de los productos GBR y GBRH, se observd que el
proceso de hidrolisis suave produjo también una pérdida del 16% de unidades pirandsicas
terminales (2,3,4-tri-O-metilxilosa y 2,3,4-tri-O-metilarabinosa), lo que sugiere que las
condiciones de hidrdlisis suave afectaron parcialmente las uniones de dichas pentopiranosas
(Tabla 2.11). En particular, se observa una disminucidon en un 17% de las unidades de
xilopiranosa terminales entre GBR y GBRH mientras que para las unidades de

arabinopiranosas terminales la pérdida observada es de un 15%.

Para confirmar la hipdtesis de que las pentosas pirandsicas terminales se hidrolizaban
parcialmente en las condiciones suaves empleadas, se realizd un experimento paralelo
utilizando las mismas condiciones de hidrélisis (TFA 0,02 M y 100°C) sobre xilogalactanos
sulfatados extraidos del alga roja Corallina officinalis. Estos xilogalactanos sulfatados,
denominados coralinanos, segun lo informado por Cases et al. 8y Navarro y Stortz®°, poseen
unidades de xilopiranosa terminales. Los xilogalactanos fueron sometidos a hidrélisis suave,
luego dializados y sobre los nuevos productos generados se realizaron los alditoles
peracetilados. En la Tabla 2.12 se presentan los resultados obtenidos comparando el

xilogalactano original (Coff) y el mismo parcialmente hidrolizado (CoffH).

Comparando los resultados de ambos polisacaridos queda en evidencia que para el
producto CoffH se perdieron aproximadamente un 20% de las unidades terminales de
xilopiranosa con respecto al producto original Coff. Este porcentaje de pérdida es consistente
con las cantidades de unidades terminales de xilo- y arabinopiranosa que se perdieron en el
producto GBRH. Es decir, que las condiciones acidas empleadas hidrolizan la mayor parte de
las pentosas furandsicas y también parcialmente las pentosas pirandsicas terminales. Esta
falta de selectividad aportd un factor mas de complejidad al estudio de metilacién, y alerté a

manejar los resultados obtenidos con mayor precaucion.
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Tabla 2.12. Azucares neutros de los xilogalactanos de Corallina officinalis nativos vy
parcialmente hidrolizados (moles/100 moles).

Azucar Coff CoffH
Xil 26 21
2-Gal 14 15
3-Gal + 4-Gal 6 6
6-Gal 2 2
Gal 41 46
Man 1 1
Glc

Las variaciones en las cantidades de las pentosas furandsicas entre las fracciones
originales y los productos hidrolizados estdn relacionadas con su pérdida en el proceso de
dialisis, pero ademas se afectan los resultados cuantitativos de las unidades a las que estas se
encontraban unidas. Es asi que al comparar las cantidades correspondientes a las unidades de
2,3-di-O-metilxilosa, 3-O-metilxilosa y 2-O-metilxilosa, se observa un aumento de la unidad
dimetilada y una disminucion de los residuos de xilosa monometilados en el producto GBRH
con respecto a GBR. En particular, la unidad 2,3-di-O-metilxilosa aumenta de 14 a 39
unidades/100 unidades de xilosa de cadena (25 unidades en total) mientras que los residuos
monometilados, 3-O-metilxilosa y 2-O-metilxilosa, disminuyen de 72 y 11 a 49 y 7
unidades/100 unidades de xilosa de cadena respectivamente (29 unidades en total). El efecto
de la disminucién de la cantidad de 3-O-metilxilosa y el aumento de 2,3-di-O-metilxilosa en
GBRH (Tabla 2.11) indica que las unidades de arabinofuranosas se encontarian principalmente
enlazadas en la posicion C-2 de las unidades de xilosa que conforman la cadena principal

(—2,4)-Xilp-(1-).

La disminucién de unidades de xilosa de cadena con sustituyente en posicién C-2 (3-0O-
metilxilosa) se podria deber también a la pérdida de unidades de xilopiranosa vy
arabinopiranosa terminales producto de la hidrdlisis suave como ya fue descripto. Sin
embargo, la suma de estas unidades pirandsicas terminales que se pierden es de 12
unidades/100 unidades de xilosa de cadena, lo cual indica que la disminuciéon de 3-O-

metilxilosa no podria deberse Unicamente a la pérdida de este tipo de residuos.

Luego de la hidrdlisis suave puede observarse que el valor de la suma de unidades de

glucosa y 4-O-metilglucosa se mantiene constante (59 en GBRy 61 en GBRH). Empero, queda
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evidenciado que se produce un aumento de las unidades terminales (2,3,4,6-tetra-O-
metilglucosa) y una disminucién de las unidades que poseen un sustituyente en posicién C-2
(3,4,6-tri-O-metilglucosa). Esta interconversién entre las unidades de glucosa sustituidas y
terminales puede ser explicado como el caso anterior por pérdida de sustituyentes en la
posicion C-2. Sin informacion adicional no se puede establecer inequivocamente la posicion
de los sustituyentes, aunque por antecedentes bibliograficos de polisacaridos similares>264°1

y estudios previos sobre los polisacaridos de la goma breat” 48

, es esperable que las unidades
de arabinofuranosas se encuentren como sustituyentes de la cadena principal de xilosa
probablemente como disacaridos mientras que las unidades de arabinopiranosa se

encuentren como sustituyentes de los acidos urdnicos formando pequeiias cadenas laterales.

2.1.10 Andlisis por etilacion del producto reducido GBR

Es importante destacar que la metilaciéon del polisacarido no permitié distinguir si el
acido 4-0O-metilglucurdnico, y por lo tanto la 4-O-metilglucosa en el producto GBR, se
encuentra preferentemente como unidad terminal sin sustituir o con un sustituyente en
posicion C-2 o bien se distribuye aleatoriamente. Entonces, para poder determinar la
proporcién de acido glucurdnico y acido 4-O-metilglucurénico como unidades terminales o
sustituidas se realizd un estudio por etilacién sobre el producto GBR. El experimento se realizd
en las mismas condiciones que la permetilacién de los polisacaridos empleando el método de
Ciucanu y Kerek®? pero utilizando ioduro de etilo (ICH,CHs) (ver Capitulo 5 Materiales y
Métodos, seccion 5.6.2). Los aldononitrilos peracetilados del producto etilado fueron
identificados por CGL-IE-EM utilizando la informacion referida por Cases et al.®* en conjunto
con lo reportado en su trabajo de tesis de 19958y se determind la proporcidn relativa de cada

unidad mediante CGL-FID.

Se pudo determinar entonces que la relacién entre 2,3,6-tri-O-etil-4-O-metilglucosa a
2,3,4,6-tetra-O-etilglucosa, que se corresponde a la relacidn entre unidades terminales de 4-
O-metilglucosa y glucosa sin sustituir era de 58:42, mientras que la relacién entre 3,6-di-O-
etil-4-O-metilglucosa y 3,4,6-tri-O-etilglucosa, que se corresponde a la relacion entre unidades

de 4-O-metilglucosa y glucosa con un sustituyente en la posicién C-2 era de 53:47. Estos
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resultados indican una leve tendencia del acido 4-O-metilglucurénico por sobre el acido
glucurdnico a encontrarse como unidades terminales sin sustituyente, mientras que para
aquellos que presentan un sustituyente en posicién C-2 las proporciones obtenidas son muy

similares.

En la Tabla 2.13 se presentan los resultados finales de los estudios de alquilacion

obtenidos para el producto GBR.

Tabla 2.13. Analisis por metilacién de los alditoles peracetilados del producto GBR (moles/100
moles de xilosa de cadena?®). Proporciones de glucosa y 4-O-metilglucosa
determinadas por el analisis por etilacion.

Monosacarido® Unidad GBR
2,3,5-Ara Araf; 10
2,3,4-Ara Arap: 40
2,5-Ara —3)-Araf 7
2,3-Ara —5)-Araf 2
2,3,4-Xil Xilpt 35
2,3-Xil —4)-Xilp 14
3,4-Xil* —2)-Xilp 3
3-Xil¢ —2,4)-Xilp 72
2-Xild —3,4)-Xilp 11
Xil —2,3,4)-Xilp 3
2,3,4,6-Glc Glcp: 8
2,3,4,6-Glc 4-0-Me-Glcpt 12
3,4,6-Glc —2)-Glcp 18
3,4,6-Glc —2)-4-0-Me-Glcp 21

2100 unidades de xilosa de cadena = 2,3 Xil + 3-Xil + 2-Xil + Xil.

b Alditoles peracetilados que poseen grupos metilo en las posiciones especificadas. Ejemplo 2,3-Xil corresponde
a 2,3-di-O-metilxilosa

¢ Dado que los alditoles son enantiomeros, la proporcién relativa de cada uno fue determinada realizando los
aldononitrilos peracetilados.

4Como los alditoles no se resuelven en las condiciones ensayadas, se distinguieron realizando los aldononitrilos
peracetilados®.

Adicionalmente, para obtener mayor informacidn sobre el sitio de unién de los residuos
arabinofuranésicos, se disefid un experimento de etilacidn sobre los polisacaridos del
producto GBR. El procedimiento consistia en permetilar este producto, posteriormente

realizar una hidrélisis suave seguida de didlisis, y finalmente sobre el nuevo producto metilado
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e hidrolizado una etilacion. La idea era hidrolizar los residuos furandsicos sobre el producto
previamente metilado, quedando libres los sitios de unién de las unidades arabinofurandsicas

para finalmente poder marcar dichas posiciones de unién mediante la etilacién.

Se realizaron los alditoles peracetilados sobre los productos peretilados y los mismos
fueron analizados cuantitativamente por CGL-FID. Se observd que el paso de hidrélisis suave
luego de la metilaciéon fracasaba, no lograndose liberar las arabinosas furandsicas. La
resistencia a las condiciones de hidrélisis empleadas indicaba que las velocidades de hidrdlisis

se modificaban entre los polisacaridos reducidos respecto de los reducidos y metilados.

Se intentd optimizar el paso de hidrélisis empleando distintas concentraciones de acido
trifluoroacético, sin embargo para ninguna de las condiciones de hidrélisis ensayadas se
observé una disminucién significativa de los residuos de arabinofuranosas, por lo que no se

pudo obtener informacidén adicional sobre su sitio de unién.

2.1.11 Andlisis por metilacion del producto GBS obtenido por la degradacion de Smith

Los polisacaridos de la fraccidn GB fueron sometidos a una degradacién de Smith®3°*

obteniéndose asi el producto denominado GBS (goma brea con tratamiento de Smith).

La degradacion de Smith consiste en tres etapas: un tratamiento inicial de los
polisacaridos con NalOs para romper las uniones de los dioles vecinales, oxidandolos a los
aldehidos correspondientes; luego se realiza una reduccidn de los aldehidos obtenidos con
NaBHa; finalmente, se realiza una hidrélisis suave que rompe exclusivamente las uniones
glicosidicas de los azucares que han sido atacados por el periodato, quedando intactas las
uniones glicosidicas restantes. Si esos azlcares atacados forman parte de cadenas laterales,
son luego eliminados por dialisis (ver Capitulo 5 Materiales y Métodos, seccion 5.3.7). Con
este tratamiento, las unidades terminales con dioles vecinales libres como los residuos de
arabinosa, xilosa y acidos urdénicos son oxidados y eliminados de los polisacaridos de la goma
brea. También se acorta la cadena central de xilosas ya que las unidades que no presentan
sustitucion son oxidadas. Los residuos de arabinofuranosas sustituidos en posicién 3, las

unidades de acido 4-O-metilglucurdnico sustituidas en posicion 2 y los residuos de la cadena
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central de xilosas que se encuentran sustituidos en 0-2 y/o en O-3 no presentan dioles

vecinales libres y por lo tanto no sufren degradacion.

Para poder realizar un andlisis por metilaciéon representativo de las caracteristicas
estructurales, el producto GBS fue reducido con las mismas condiciones empleadas
anteriormente y posteriormente permetilado (producto GBSR). Se generaron los alditoles
peracetilados del producto metilado para ser analizados por cromatografia gaseosa y los
resultados se muestran en la Tabla 2.14 en comparacién con los correspondientes al producto
GBR. Cabe destacar que no se realizaron los aldononitrilos de este producto por lo que no se
pudieron resolver las unidades de 2,3-di-O-metilxilosa, 3,4-di-O-metilxilosa y 2-O-metilxilosa
y 3-O-metilxilosa. De todas formas por el andlisis realizado previamente (ver Tabla 2.8) se sabe

gue las unidades mayoritarias son los derivados 2,3-di-O-metilxilosa y 3-O-metilxilosa.

Comparando los productos GBSR y GBR se observa que la goma brea tratada por el
método de Smith contiene una cantidad de unidades terminales mucho menor que GBR. En
contraposicién, las unidades de xilosas de cadena (2,3-di-O-metilxilosa) son los residuos
mayoritarios indicando el bajo grado de ramificacion de los polisacaridos luego del
tratamiento realizado. Ademas se observa la presencia de residuos de 3-O-metilxilosa (y 2-O-
metilxilosa) en una cantidad apreciable (24 unidades / 100 unidades de cadena) indicando que
a pesar del tratamiento existen unidades laterales que lo resisten por lo que algunas unidades

de la cadena central de xilosas presentan sustituyentes en posicion C-2.

Como se discutid anteriormente los sustituyentes que resisten el tratamiento son
aquellos que no poseian dioles vecinales plausibles de ser oxidados en la fraccidn original GB
como las unidades de acido 4-O-metilglucurdnico sustituidas en posicidn 2 y los residuos de
arabinofuranosas sustituidos en posicién 3. Como luego del tratamiento se pierden los
sustituyentes de estas unidades, las mismas se transforman en las unidades terminales

2,3,4,6-tetra-O-metilglucosa y 2,3,5-tri-O-metilarabinosa respectivamente.
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Tabla 2.14. Andlisis por metilacion de los alditoles peracetilados de los productos GBSR y GBR
(moles/100 moles de xilosa de cadena?)

Monosacarido® Unidad GBR GBSR
2,3,5-Ara Araf; 10 6
2,3,4-Ara Arap: 40 3
2,5-Ara —3)-Araf 7 2
2,3-Ara —5)-Araf 2 0
2,3,4-Xil Xilp: 35 4
2,3-Xil/3,4-Xil —4)-Xilp /—>2)-Xilp 17 66
3-Xil/2-Xil —52,4)-Xilp /—3,4)-Xilp 83 24
Xil —2,3,4)Xilp 3 7
2,3,4,6-Glc Glcpt 20 12
3,4,6-Glc —2)-Glep 39 1

2100 unidades de xilosa de cadena = 2,3 Xil + 3-Xil + 2-Xil + Xil.
b Alditoles peracetilados que poseen grupos metilo en las posiciones especificadas. Ejemplo 2,3-Xil corresponde
a 2,3-di-O-metilxilosa

Como se vera posteriormente en la seccion 2.2, la obtencidn y caracterizacion de este

producto fue importante para la confirmacion de algunos aspectos estructurales.

2.1.12 Conclusiones parciales

En resumen, los resultados obtenidos por métodos quimicos indican que los
polisacaridos de la goma brea estarian compuestos fundamentalmente por un xilano con
uniones (1—4) altamente sustituido principalmente en posicién C-2 con unidades de L-
arabinosa, D-xilosa, acido glucurdnico y acido 4-O-metilglucurdnico. Se determind que la
arabinosa se encuentra tanto en forma furandsica como pirandsica con configuracion L. El
acido 4-O-metilglucurdnico y el acido glucurdnico se encuentran como unidades terminales
no reductoras o bien como cadenas cortas con sustituyentes en la posicion 2. Asimismo se
pudo determinar la presencia de grupos acetilo, aunque su ubicacién en los polisacaridos no

pudo ser determinada mediante estas técnicas.
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2.2 Analisis estructural por Resonancia Magnética Nuclear

2.2.1 Consideraciones generales

En la seccion anterior se estudid por métodos quimicos la estructura y composicién de
los polisacaridos de goma brea. Del andlisis de los resultados conseguidos pudo obtenerse una
gran cantidad de informacidn, aunque algunas de las caracteristicas estructurales no pudieron
ser determinadas. Las posiciones de union de los grupos acetilo no pudieron ser develadas, y
en igual sentido tampoco se pudieron elucidar los sitios de unidn de algunas unidades que se
encuentran como ramificaciones de la cadena central de unidades de xilosa. Asimismo, del
analisis por metilacion surgiod la posibilidad de que existan pequefias cadenas laterales,
aungue su composicién y longitud tampoco pudo ser determinada con los mencionados
analisis. Para poder dilucidar dichos aspectos y realizar una determinacion estructural
completa fue fundamental la utilizacidn de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN). La fraccion GB y los derivados generados fueron sometidos a un analisis
espectroscopico minucioso usando diferentes experimentos de RMN. Se realizaron
experimentos unidimensionales (1D) como 'H y 3Cy bidimensionales (2D) de correlacién 3C-
'H como HSQC vy de correlacion *H-*H como COSY, TOCSY y NOESY. Para algunos de estos
experimentos, como los de correlacién *H-'H TOCSY y NOESY, los parametros empleados
fueron optimizados para obtener una mayor sensibilidad y resoluciéon (ver Capitulo 5
Materiales y Métodos, seccidn 5.8.2). Todos los espectros de RMN que se utilizaron fueron

realizados usando D0 como solvente y a temperatura ambiente.

Los experimentos de RMN HMBC permiten obtener sefiales de correlaciéon a por lo
menos dos enlaces entre dtomos de H y C, lo que resulta muy util para establecer la
conectividad de las distintas unidades en el polisacdrido. En ese sentido se realizaron
numerosos intentos para obtener estos espectros de correlacién 3*C-'H a 2 o 3 enlaces de
distancia, variando los pardmetros empleados y las condiciones experimentales como
concentracion o temperatura. No obstante, los espectros en general resultaron de baja
calidad y presentaron un conjunto reducido de seiales. Sélo fueron analizados para obtener
informacidn sobre algunas sefiales especificas, pero lamentablemente no pudieron utilizarse
para un analisis profundo, en especial para obtener informacién respecto a los posiciones de
unidn entre distintas unidades de azucares.
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Entre los experimentos de RMN realizados, los espectros bidimensionales de correlacién
13C-1H HSQC fueron los que mayor informacidn aportaron, por lo que el analisis y asignacion
de las sefales se basd en gran medida en dichos espectros. El analisis espectral permitié
obtener los desplazamientos quimicos de los dtomos de carbono y protones asociados, los
cuales se pudieron comparar con datos bibliograficos. Ademads, mediante los espectros de
correlacidn *H-'H TOCSY, disefiado para poder observar las sefiales de correlacién de un dado
proton con todos los hidréogenos con los cuales existe una constante de acoplamiento (J),
fueron establecidas las conectividades entre los hidrégenos dentro de una misma unidad
monosacaridica. Para obtener informacién sobre las posiciones de unidén entre las distintas
unidades, fueron de especial utilidad los espectros NOESY, en los cuales se observan
correlaciones de atomos de hidrégenos cercanos en el espacio, cuya intensidad se relaciona
con la distancia que los separa. La informacion adquirida de estos experimentos, en conjunto
con informacion adicional, aunque fue tomada con precaucién, reemplazé en parte a los datos

gue se podrian haber obtenido de los espectros HMBC.
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2.2.2 Espectros de RMN de H y de 13C de la fraccién GB

En la Figura 2.11 se presenta el espectro de RMN de 'H de la fraccién GB. El espectro
fue realizado sin supresién de solvente, por lo que el pico de mayor intensidad, con

desplazamiento quimico de 4,7 ppm aproximadamente, se corresponde con el protén del

HOD.
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Figura 2.11. Espectro de RMN de 'H (500 MHz) de la fraccién GB en D,0 a temperatura

Como se observa en el espectro RMN de H de GB, las sefiales estdn poco resultas debido

principalmente a que muchas de ellas se encuentran superpuestas.

Entre 2,10 ppm y 2,20 ppm se distinguen las sefiales originadas por los protones
pertenecientes al metilo de los grupos acetilos®®°79>9_ Se pueden distinguir tres singuletes,
lo que indica que estos grupos se encuentran en entornos quimicos distintos, lo cual sera
analizado en detalle posteriormente. Entre 3,1 ppm y 4,4 ppm aproximadamente se

encuentran una gran cantidad de senales superpuestas pertenecientes a los hidrégenos 2 a 5

ambiente.
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de los distintos residuos. Por ultimo, las sefiales originadas por los protones anoméricos se

hallan en la zona de desplazamiento quimico comprendida entre 4,4 ppmy 5,4 ppm.

La alta superposicidn de sefiales observada en el espectro de RMN de 'H de GB se deriva
de la presencia de diferentes tipos de azlcares en entornos quimicos distintos lo que le
confiere a los polisacdridos de la goma brea una gran complejidad estructural. Por este motivo,
la utilidad de los espectros H-RMN de la fraccién GB y de sus derivados para extraer

informacion estructural fue limitada.

En la Figura 2.12 se muestra el espectro de RMN de 3C de la fraccion GB. Como es
caracteristico de este tipo de espectros, las sefiales son mds angostas y se encuentran mas

resueltas que en los espectros de RMN de 'H, aunque su sensibilidad es menor.
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Figura 2.12. Espectro de RMN de 3C (125 MHz) de la fracciéon GB en D,0 a temperatura
ambiente.

En el espectro de RMN de 13C de GB se pueden observar cuatro zonas de sefiales con
desplazamientos quimicos distintos. En la zona de desplazamiento quimico de 21,5/22 ppm
se aprecian senales que se corresponden con los carbonos de los metilos de los grupos

acetilos®®%®. En la region comprendida entre los 60y 86 ppm aproximadamente se encuentran
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las sefiales originadas por los carbonos 2 a 5 de las distintas unidades de azlcares. A campos
mas bajos, entre 97 y 110 ppm, se encuentran las sefiales correspondientes a los carbonos
anoméricos y por ultimo, en una zona de desplazamientos quimicos tipica de grupos carbonilo

de acidos y ésteres, se pueden observar sefiales entre 174 ppm y 177 ppm aproximadamente.

Una ampliacidn del espectro de esta regidén puede apreciarse en la Figura 2.13 donde se
distinguen dos pares de sefales. El primer par de sefiales poseen un desplazamiento quimico
de 173,9 y 174,4 ppm y como se vera posteriormente se originan en los carbonos de los
carbonilos de los grupos acetilo®”%®. El segundo par de sefiales con desplazamiento quimico
de 176,5y 177,0 ppm se corresponden con los carbonos de los acidos carboxilos o carboxilatos

de las unidades de acidos urdnicos®’°.
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Figura 2.13. Ampliacion del espectro de RMN de 3C (125 MHz) de la fraccién GB en D>0.

Como se puede apreciar en las Figuras 2.12y 2.13 los espectros de RMN de *Hy de 13C
permitieron obtener informacién estructural muy limitada, Unicamente sobre las sefales

pertenecientes a los grupos acetilo y a los acidos carboxilicos. Debido a la gran cantidad de
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sefales presentes que se encuentran con un alto grado de superposicion, fue necesaria la

utilizacion de experimentos de RMN bidimensionales.

2.2.3 Analisis por experimentos bidimensionales de correlacién 3C-'H de la fracciéon GB y

sus derivados

En la Figura 2.14 se presentan el espectro HSQC de la fraccion GB y una ampliacién del
mismo, en los cuales se pueden apreciar espectros muy complejos con gran cantidad de
sefales, donde la mayoria de ellas pueden dividirse dos grandes conjuntos. Por un lado, las
sefiales comprendidas en la regién 96-110 ppm para 3Cy 4,4-5,5 ppm para 'H (96-110/4,4-
5,5 ppm) se corresponden con las sefiales originadas por la presencia de carbonos e
hidrégenos anoméricos. Por otro lado, en la zona de desplazamiento quimico comprendida
entre 60-90/3,0-5,1 ppm aproximadamente se encuentran las sefales asignables a los

carbonos e hidrégenos de las posiciones 2 a 5 de los distintos residuos.

= 3 L 100
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Figura 2.14. Espectro HSQC de la fraccion GB en D,0 a temperatura ambiente.
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Ademads de las sefiales en las regiones descriptas se pueden observar al menos tres
sefiales con desplazamiento quimico entre 21-22/2,10-2,20 ppm que son asignadas a los

metilos de los grupos acetilo presentes en GB.

En la Figura 2.15 se puede apreciar una ampliacion de la zona anomérica del espectro

HSQC de la fraccion GB.
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Figura 2.15. Ampliaciéon de la zona anomérica del espectro HSQC de GB a temperatura
ambiente.

En estudios de RMN previos sobre arabinoxilanos>%:646>190 y glycuronoxilanos®99:101-104

aislados de diferentes fuentes naturales, en la regién de desplazamientos quimicos
comprendida entre 101-105/4,4—-4,7 ppm se encuentran las sefiales provenientes de los
atomos anoméricos de distintas unidades de [B-D-xilopiranosa, mientras que en la zona
definida entre 97-110 y 5,0-5,5 ppm se ubican aquellas sefiales originadas por las unidades
de a-L-arabinofuranosa y del acido a-D-glucurénico y acido 4-O-metil-a-D-glucurdnico. En
funcién de estos datos, el espectro presentado en la Figura 2.15 podria dividirse en dos

regiones definidas por la configuracion anomérica de cada azucar. Las sefales
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correspondientes a residuos pirandsicos con la configuracion B-dD o B-L suelen presentar
desplazamientos quimicos entre 4,4 ppmy 5 ppm para H, mientras que las sefiales originadas
en las unidades que tienen configuracion a-D o a-L se suelen encontrar en la zona de 6 entre

5 ppmy 5,6 ppm, aunque existen excepciones.

En la zona anomérica de la ampliacién del espectro HSQC de la fracciéon GB (ver Figura
2.15) se observan al menos 15 sefiales, cuyos desplazamientos quimicos se presentan en la

Tabla 2.15.

Tabla 2.15. Desplazamiento quimico de las sefiales anoméricas del espectro HSQC de la
fraccién GB.

Desplazamiento quimico (ppm) Desplazamiento quimico (ppm)
13C 1H 13c 1H

102,6 4,45 102,6 5,08

105,9 4,49 101,3 5,09

102,1 4,55 109,3 5,25

105,6 4,57 100,0 5,24

104,7 4,56 98,5 5,28

104,7 4,61 109,5 5,29

101,5 4,62 97,4 5,39

101,5 4,75 - -

La gran cantidad de sefiales anoméricas y la posibilidad de que existan superposiciones
en cada una de ellas nos obligd a realizar modificaciones quimicas sobre la fraccion GB, de
manera de poder obtener informacion adicional que contribuya a la asignacidn de las sefiales.
Con el andlisis de los espectros de los productos modificados de la fraccion GB se pudo lograr

la caracterizacion estructural completa de los polisacaridos presentes en la goma brea.

Como se menciond en la seccidn de analisis por metilacidn, los polisacaridos de la goma
brea fueron reducidos y/o hidrolizados en condiciones acidas suaves. Ademads, para el estudio
por espectroscopia de RMN, se realizaron procesos de desacetilacion de los polisacaridos
empleando NaOH 0,1 M a 37°C por 6 h'% . Al igual que para la fraccién GB, todos estos

derivados fueron estudiados mediante los experimentos de RMN 1Dy 2D antes mencionados.
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En la Figura 2.16 se muestra un esquema de las modificaciones quimicas realizadas
sobre los polisacaridos de la fraccidon GB. Se puede observar que a los productos modificados
ya mostrados en la seccidn anterior, se suman los correspondientes desacetilados: goma brea
desacetilada (GBD); goma brea reducida y desacetilada (GBRD); goma brea hidrolizada y
desacetilada (GBHD); goma brea reducida, hidrolizada y desacetilada (GBRHD) (ver Capitulo

5 Materiales y Métodos, seccién 5.10).

GBS

Degradacié nT Hid.

Smith { furanosas lDesacetilacién
Desacetilacion
GB

Reduccion l

GBD

ac. urdnicos

Desacetilacion %rélisis furanosas
Desacetilacion

+ Hid. furanosas
GBRD .

Figura 2.16. Esquema de las modificaciones quimicas realizadas y los productos obtenidos
a partir de la fraccion GB. R = Reduccién; H = Hidrélisis de unidades furanésicas;
D = Desacetilacidon; S = Tratamiento de Smith.

A continuacién se muestran en las Figuras 2.17-2.24 se presentan los espectros de RMN

HSQC de todos los productos derivados de GB.

En el apéndice de este trabajo de Tesis se muestran el conjunto de los espectros de RMN
1H, 13C, TOCSY y NOESY de todas las fracciones (a excepcion de los espectros de 3C-RMN que
se presentan sélo de algunos derivados). En el presente capitulo se mostraran las ampliaciones
de las zonas de aquellos espectros que fueron necesarias para poder concluir el andlisis
detallado que nos llevd a obtener la mayor informacién estructural posible.
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Figura 2.17. Espectro HSQC del derivado reducido GBR en D;0 a temperatura ambiente.
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Figura 2.18. Espectro HSQC del derivado hidrolizado GBH en D,0 a temperatura ambiente.

-84 -




Capitulo 2: Composicién y estructura de los polisacaridos de la goma brea

ppPm

. - 60

- 65

J—

- = = - _ 70
- 75

= - 80
- - - 85

- 90

ppm
Fag [ 95

F22 100

2 105

24
ppm

T T T T T [
225 2.20 215 2.10 2.05 110

r l T
5.5 4.5

T T
4.0 3.5

ppm

Figura 2.19. Espectro HSQC del derivado desacetilado GBD en DO a

ambiente.
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Figura 2.20. Espectro HSQC del derivado
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Figura 2.21. Espectro HSQC del derivado reducido y desacetilado GBRD en DO a
temperatura ambiente.
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Figura 2.22. Espectro HSQC del derivado hidrolizado y desacetilado GBHD en D,0O a
temperatura ambiente.
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Figura 2.23. Espectro HSQC del derivado reducido, hidrolizado y desacetilado GBRHD en
D,0 a temperatura ambiente.
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Figura 2.24. Espectro HSQC del derivado sometido al tratamiento de Smith GBS en D,0 a
temperatura ambiente.
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En un analisis global preliminar de los espectros de las Figuras 2.17-2.24 se puede
apreciar que los espectros obtenidos de los productos modificados de la fraccion GB
presentan una menor cantidad de sefales en comparacién con el producto original,
especialmente para los productos obtenidos con mds de una modificacién quimica. La
disminucién de la complejidad espectral se aprecia con mayor claridad en los espectros HSQC
obtenidos de los derivados GBHD, GBRHD y GBS (Figura 2.22, 2.23 y 2.24 respectivamente).
Por ejemplo, en los espectros correspondientes a las fracciones GBHD y GBRHD se aprecian
en la zona anomérica un total de 9 sefiales, 6 menos en comparacién con lo observado en el
espectro HSQC de la fraccidon GB. Esta simplificacion se verifica no sélo en los espectros HSQC
de los distintos derivados sino que también se aprecia en general en los distintos espectros de
RMN obtenidos de dichos productos. Por lo tanto, la utilizacidon de los espectros de RMN de
los productos derivados de GB obtenidos por modificaciones quimicas controladas fue
fundamental para el andlisis estructural. En este punto es necesario aclarar que en todos los
casos en los que se obtuvo informacidn a partir de espectros obtenidos de derivados de GB se

verificd que dichas sefiales estuviesen presentes en los espectros del polisacarido nativo.

Como se vera en detalle posteriormente, la presencia de grupos acetilo introduce una
complejidad adicional a los distintos espectros de RMN, debido a que un conjunto importante
de fragmentos presentan sefiales practicamente duplicadas con minimas diferencias. La
eliminacion de los grupos acetilo disminuye la complejidad espectral sin perder informacién
estructural de la conectividad de los distintos residuos, obviamente a excepcién de dichos
grupos. Por lo tanto, de modo de simplificar el andlisis estructural, en una primera etapa se
van a describir todos los fragmentos estructurales que no estan influenciados por los grupos
acetilo y se encuentran tanto en la fraccién GB como en los productos desacetilados. Una vez
descriptas estas unidades, se completara el andlisis estructural con los fragmentos que se

encuentren acetilados o influenciados por la presencia de estos grupos.
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2.2.4 Elucidacion estructural de los polisacaridos de GB

2.2.4.1 Asignacion de seiiales de RMN de xilopiranosa de cadena

En la zona anomérica del espectro HSQC de la GB, mas precisamente en la regién de 102
ppm y 4,40-4,75 ppm (ver Figura 2.25), se aprecian una gran cantidad de sefiales
correspondientes a unidades de B-D-xilosa que se encontrarian en diferentes entornos

guimicos.

Cabe destacar que dentro de ese conjunto hay una sefial claramente resuelta con & de
102,6/4,46 ppm. En la Figura 2.26 se muestran ampliaciones de la zona anomérica de los
espectros de RMN HSQC de todos los productos modificados obtenidos a partir de GB (a
excepcion del producto sometido al tratamiento de Smith GBS) donde se aprecia que esta

sefal anomérica se encuentra en todos los espectros mostrados.
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Figura 2.25. Ampliacion de la zona anomérica del espectro HSQC de la fraccion GB. Las

sefales marcadas en rojo se corresponden con unidades de B-D-xilopiranosa
de cadena.
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Figura 2.26. Ampliacion de parte de la zona anomérica de espectros HSQC de la fraccion
GB y sus productos modificados.
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Al comparar las ampliaciones de los espectros HSQC de la Figura 2.26 se observa que la
intensidad relativa de la sefial descripta a 102,6/4,46 ppm es variable, siendo mas intensa en
los productos que fueron desacetilados y parcialmente hidrolizados (GBHD y GBRHD). En
consecuencia y coincidiendo con los antecedentes biblograficos>>>%100.1% |5 sefial a 102,6 y
4,46 ppm fue asignada al C-1/H-1 de las unidades de B-(1—4)-D-xilopiranosa sin ningun
sustituyente lateral (Figura 2.82, Tabla 2.16, unidad X). La presencia de este tipo de unidades

es coincidente con los resultados obtenidos en el analisis por metilacion.

Ademads, cabe destacar que la zona mostrada de los espectros de la Figura 2.26 presenta
una serie de sefiales que varian aun en los productos mas modificados. Este factor facilité la
interpretacion de los espectros correspondiente a la goma brea original y a los de sus

productos modificados.

La asignacion de los protones de la unidad X se realizd utilizando espectros TOCSY
mediante las sefiales de correlacion entre los hidrégenos del residuo y el H-1, a excepcién de
uno de los hidrogenos en posicidn 5 que debid ser asignado por medio de los espectros HSQC.
Con esta informacion se pudo completar la asignacion de los carbonos correspondientes a
dichos protones mediante el empleo de espectros HSQC. En las Figuras 2.27 y 2.28 se
muestran ampliaciones del espectro TOCSY del producto GBRHD vy del espectro HSQC del
producto GBHD respectivamente donde se aprecian las seiales asignadas a la unidad —4)-B-
D-Xilp-(1— (X). La utilizacidn de los espectros de los productos menos ramificados facilité
notablemente la interpretacion de los mismos, y debe tenerse en consideracidon que las
sefiales estan presentes en los espectros de la goma brea original (GB), aunque con mucha
menos resolucién por estar superpuestas con otras sefales (ver Figuras 2.84-2.86). La

asignacion completa de esta unidad se muestra en la Tabla 2.16.

Tabla 2.16. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefales correspondientes a la unidad de
xilosa de cadena no sustituida (X).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)

C-1 C-2 C-3 C4 C-5

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 eq/H-5 ax
—4)-B-d-Xilp-(1—>  (X) 102,6 73,6 745 76,7* 63,5

4,46 3,26 3,55 3,77 4,11; 3,36
* En el espectro de HSQC de GB esa sefial se observo entre 76,7 y 77,1 ppm.
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Figura 2.27. Ampliacion del espectro TOCSY del producto GBRHD donde se muestran las
correlaciones entre el H-1 de la unidad X y el resto de los protones del residuo.
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Figura 2.28. Ampliacion del espectro HSQC del producto GBHD. Las sefiales marcas en rojo
se corresponden a las correlaciones C2-5/H2-5 de la unidad X.
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Al comparar la regidon anomérica de los espectros de RMN HSQC de la Figura 2.26, se
puede apreciar que en los espectros de los productos hidrolizados parcialmente GBH y GBRH
aparece una seinal a 103,6 y 4,41 ppm, la cual desaparece en los espectros HSQC de esos
productos cuando se desacetilan (GBHD y GBRHD). En la Figura 2.29 se muestran en detalle
las ampliaciones de los espectros de a)GB, b)GBH y c)GBHD donde se puede observar
claramente la aparicion de dicha senal. En el espectro c) correspondiente al producto GBHD
se aprecia que al mismo tiempo que la mencionada sefial anomérica desaparece, la

correspondiente a la unidad X se intensifica.

a) ppm b) ppm
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Figura 2.29. Comparacion de las ampliaciones de la zona anomérica de espectros HSQC de
a) GB, b) GBH y c) GBHD. La sefial marcada en rojo se corresponde con la
correlacién C-1/H-1 de la unidad Xa.

Al hidrolizar las unidades furandsicas que se encuentran como cadenas laterales se
genera un polisacarido con una mayor cantidad de unidades de xilosa de cadena sin sustituir
(ver analisis por metilacién, Tabla 2.8). Los desplazamientos quimicos encontrados para el
resto de las sefiales de la unidad cuyo C-1/H-1 presentan 6 de 103,6 y 4,41 ppm resultaron ser

muy similares a los encontrados para la unidad X. Ademas, estas sefiales en los espectros de
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RMN estan relacionadas con la presencia de grupos acetilos en el polisacdrido, ya que las
mismas desaparecen en los espectros de los productos desacetilados. Sin embargo, por el
analisis de los desplazamientos quimicos encontrados se descarté la posibilidad que esta
unidad estuviera acetilada. La explicacién encontrada, que coincide con los antecedentes
bibliograficos>”1%0107 consultados, es que se trata de una unidad del tipo —4)-B-D-xilosa-(1—
unida a otra unidad similar que se encuentra sustituida con un grupo acetilo (unidad Xa, Figura
2.82), es decir, una unidad que se encuentra influenciada por el entorno que le genera el

acetilo en la unidad vecina.

En la Tabla 2.17 se muestra la asignacién completa de las sefiales de este residuo en

comparacion con la unidad X.

Tabla 2.17. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales correspondientes de las unidades
de xilosa de cadena no sustituidas (X y Xa).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5eq/H-5 ax
—4)-B-d-Xilp-(1—>  (X) 102,6 73,6 745  76,7* 63,5

4,46 3,26 3,55 3,77 4,11; 3,36
—4)-B-b-Xilp-(1— (Xa) 103,6 73,6 74,5 77,5 63,5

(unidad vecina O-acetilada) 4,41 3,18 3,52 3,74 4,08;3,41
* En el espectro de HSQC de GB esa sefial se observé entre 76,7 y 77,1 ppm.

Como los polisacaridos que constituyen GB se encuentran altamente sustituidos, es
probable que la unidad Xa no exista o que se encuentra en una muy baja proporcién en esta
fraccion. Consecuentemente, las sefiales correspondientes a esta unidad en los espectros de

GB seguramente sean muy pequefias, lo que sumado al alto grado de superposicidon con las

sefales de la unidad X resultan dificiles de observar.
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2.2.4.2 Asignacion de seiiales de RMN de residuos arabinofuradsicos

Observando la ampliacién de la zona anomérica del espectro RMN HSQC de la fraccién
GB (ver Figura 2.15) se pueden apreciar un conjunto de sefiales con desplazamientos quimicos
entornoa 109,4y 5,27 ppm que segun antecedentes bibliograficos corresponden a unidades

de a-L-arabinofuranosa®?62,65108

En la Figura 2.30 a) se muestra una ampliacién de la zona anomérica del espectro HSQC
del producto GBD donde pueden observarse dos sefiales que presentan desplazamientos
quimicos de 109,3/5,25 ppm y 109,5/5,29 ppm. En funcién de los resultados obtenidos del
analisis por metilacidon (ver secciéon 2.1.6 y Tabla 2.8) y los antecedentes bibliograficos
consultados>®6%6>108 estas seflales con & de 109,3/5,25 ppm y a 109,5/5,29 ppm en el
espectro HSQC de GBD fueron asignadas a la correlacién C-1/H-1 de unidades de a-L-Araf-(1—

y —3)-a-L-Araf-(1— respectivamente (Figura 2.82, unidades Afa y Afa3R).

En la Figura 2.30 b) se muestra una ampliacion en la zona anomérica del espectro HSQC
de la fraccion hidrolizada GBHD, donde se observa la desaparicidon de las senales asignadas a
los residuos de a-L-arabinofuranosa Afa y Afa3R, confirmandose de esta manera la asignacion

realizada.

La asignacidon completa de las unidades Afa y Afa3R pudo realizarse mediante el analisis
combinado de espectros TOCSY y HSQC. Se utilizaron espectros de fracciones desacetiladas
debido a que los mismos presentan una menor cantidad de sefales y por lo tanto de
superposicion de las mismas, lo que facilité la asignacion. Se corrobordé que las sefales
identificadas estuviesen presentes en los espectros de RMN de la fraccién original GB, por lo
gue no se observd ninguna incidencia de los grupos acetilo sobre las sefiales originadas de

arabinosas furandsicas.
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Figura 2.30. Ampliacién de la zona anomérica de los espectros de HSQC de los productos

a) GBD y b) GBHD.
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En la Figura 2.31 se muestra una ampliacion de la regién de desplazamiento quimico
comprendida entre 4,55y 4,25 ppm de los espectros de RMN TOCSY de las fracciones GBD y
GBHD. En la ampliacidon del espectro TOCSY de GBD se pueden observar las sefales de
acoplamiento entre el H-2 de la unidad Afa3R con el resto de los hidrégenos del residuo. Se
seleccion6 el H-2 por sobre el protéon anomérico para mostrar el acoplamiento con el resto de
los protones de la unidad debido a que las sefiales se encuentran mejor resueltas. Con esta
informacidon, en conjunto con los antecedentes bibliograficos mencionados>%6%6>108 = se
pudieron asignar todos los protones del residuo. En el espectro de GBHD (espectro inferior b))
se observa que luego del proceso de hidrdlisis suave dichas sefiales desaparecen, confirmando

gue las seiiales pertenecen a residuos furanésicos.

El mismo procedimiento se realizé para la sefial Afa,, empleando el espectro TOCSY de
GBD para poder identificar todos los protones del residuo y describir sus desplazamientos
guimicos (ver Figura 2.32, no se muestran las sefiales de correlaciéon con los H5). Con la
informacién del desplazamiento quimico de todos los protones de las unidades Afa y Afa3R,
en conjunto con los antecedentes bibliograficos mencionados, se pudieron asignar las senales
de los carbonos correspondientes empleando el espectro HSQC de la fraccion original GB. La
asignacion completa de las sefiales correspondientes a las unidades de a-L-arabinofuranosa

en la fracciéon GB se presentan en la Tabla 2.18.

Tabla 2.18. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefales correspondientes a las unidades
de a-L-arabinofuranosa (Afa y Afa3R).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C3 C4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5eq/H-5 ax
a-L -Araf-(1— (Afa) 109,3 81,8 77,5 85,3 62,1
5,25 4,13 3,92 4,11 3,71;3,79
—»3)-a-L-Araf-(1—> (Afa3R) 109,5 80,4 854 84,0 62,1

529 4,40 3,91 4,23 3,71,3,79

De los valores de desplazamiento quimico informados en la Tabla 2.18 se aprecia que
las mayores diferencias se presentan en el C-3 de la unidad Afa3R (+7,9 ppm respecto de la

unidad Afa ) y en el valor correspondiente al H-2 Afa3R (+0,27 ppm respecto de Afa).
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Figura 2.31.

resto de los protones del residuo arabinofuranésico Afa3R.
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Figura 2.32. Ampliacién del espectro TOCSY del producto desacetilado GBD donde se
observan sefiales de correlacién entre el H-1 de la unidad Afa y los H2-4.

Asimismo se compararon los espectros HSQC de las fracciones GB y GBH (ver Figura 2.33
a) GB y b) GBH), corroborando que las sefiales asignadas a las unidades Afa y Afa3R

desaparecian luego del proceso de hidrélisis selectivo para residuos furandsicos.

Como se discutio en el andlisis por metilacién (ver secciones 2.1.6 y 2.1.9) se encontré
evidencia de la presencia de unidades de —5)-L-Araf-(1— (derivado 2,3-di-O-metilarabinosa).
Si bien se buscaron sefiales en los espectros de RMN de GB y sus derivados para confirmar la
presencia de dicho residuo, no se pudieron encontrar sefiales compatibles con residuos de
—5)-L-Araf-(1—, probablemente debido a su baja proporcién y a que las mismas se

superponen parcialmente con las originadas en otras unidades.
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Figura 2.33. Ampliaciones de espectros HSQC de los productos a) GB y b) GBH. Las sefales
marcadas en rojo se corresponden con los C2-5/H2-5 de los residuos
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Al continuar analizando los espectros de los productos hidrolizados parcialmente, se
observd en la zona anomérica una sefal a 102,6/5,08 ppm que también desaparecia (ver
Figura 2.30 a) y b)). Este resultado indicaba que en la goma brea existen otras unidades
furandsicas plausibles de ser hidrolizadas en condiciones suaves. En coincidencia con lo
reportado en la bibliografia®>19%1% dicha sefial fue asignada a la correlacién C-1/H-1 de una

unidad terminal de B-L-Araf-(1— (unidad AfB, ver Figura 2.82).

La asignacion completa de dicha unidad fue realizada con el mismo procedimiento
utilizado para los residuos Afa y Afa3R. Con la utilizacidon de espectros TOCSY de fracciones
desacetiladas se pudieron asignar las senales de los atomos de hidrogeno restantes de dicha
unidad. En la Figura 2.34 se muestra una ampliacion de la regidn de los protones anoméricos
de los espectros TOCSY de las fracciones a) GBD y b) GBHD. En el espectro del producto GBD
estan marcadas todas las senales de acoplamiento H-H entre el protén anomérico y el resto
de los protones del residuo Aff. Con dicha informacién en el espectro RMN HSQC de la
fraccién GB se pudieron asignar las sefiales pertenecientes a los carbonos correspondientes
(ver Figura 2.35 a)).La asignacion completa de todas las sefiales de C/H se puede observar en

la Tabla 2.19.

Tabla 2.19. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales originadas en la unidad terminal de
B-L-arabinofuranosas (AfB).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 eq/H-5 ax
B-L-Araf-(1—  (AfB) 102,6 77,0 75,0 82,8 63,8
5,08 4,13 4,01 3,88 3,69;3,78
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el resto de los protones del residuo arabinofurandsico Af.
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Figura 2.34. Ampliaciones de los espectros TOCSY de los productos a) GBD y b) GBHD. Las
sefales marcadas en rojo se corresponden con las correlaciones del H-1 con
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Figura 2.35. Ampliaciones de los espectros de RMN HSQC de las fracciones a) GB y b) GBH.
Las sefiales marcadas en rojo se corresponden con los C2-5/H2-5 del residuos
arabinofuranésico AfB.
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En las Figuras 2.34 y 2.35 se muestran en la parte inferior b) ampliaciones de los
espectros de RMN TOCSY de GBHD y HSQC del producto GBH respectivamente. En ambos
casos se aprecia que las sefiales asignadas al residuo arabinofurandsico Afp desaparecen en

los productos que fueron sometidos a la hidrélisis suave.

Si se comparan los desplazamientos quimicos de los residuos arabinofurandsicos
asignados Afa, Afa3R y Afp (Tablas 2.18 y 2.19) se observa que a excepciéon de los valores
correspondientes a los carbonos y protones anoméricos y al asociado al C-3 de la unidad
Afa3R, el resto de los dtomos de esas unidades presentan desplazamientos quimicos

similares.

La conectividad de los distintos residuos de arabinofuranosas se estudio utilizando el
experimento de RMN NOESY, el cual brinda informacion sobre la proximidad de dos protones
en el espacio. En la Figura 2.36 se muestran ampliaciones centradas en 5,08 del espectro
TOCSY (azul) y NOESY (negro) del producto GBD. En el espectro NOESY se pueden observar
numerosas sefales de correlacién entre el H-1 de la unidad de Aff con un 6 de 5,08 y protones
gue presentan desplazamientos quimicos de 5,29, 4,40, 4,23y 3,91 ppm, que se corresponden
al H-1, H-2, H-3 y H-4 de la unidad Afa3R. Estas correlaciones, en conjunto con los resultados
obtenidos del estudio por metilacidn, sugieren que las unidades de B-L-arabinofuranosa estan
enlazadas a las unidades de a-L-arabinosa en la posicién C-3 formando disacaridos Af-(1—3)-
Afa3R. Las seiales de las correlaciones con los H-2 y H-3 I[6gicamente son mas intensas ya que

los 4tomos involucrados se encuentran mas préoximos en el espacio.

En este punto cabe destacar que la identificacion de sefiales de correlaciéon en los
espectros de RMN NOESY entre unidades cuyos protones originan sefiales con valores muy
similares de desplazamiento quimico, como Afa y Afa3R, es muy dificil. En el espectro NOESY
del producto GBD se puede observar una sefal de correlacidon ancha entre el H-1 de la unidad
Afa3R con desplazamiento quimico de 5,29 ppm y un protén con 6 de 4,11 ppm. Esta sefial
podria pertenecer al H-4 y/o H-2 de la unidad Afa. Sin embargo, estos hidrégenos generan
sefales con valores de desplazamientos quimicos muy similares al H-2 de la unidad AfB, por
lo que también podria pertenecer a dicha unidad. No obstante, no se pudieron encontrar otras
sefiales de correlacién entre protones de la unidad Afa con otros residuos. Esta informacion,
en conjunto con el andlisis por metilacidn sugiere que la unidad Afa se encuentra como unidad

terminal de un disacédrido Afa-(1—3)-Afa3R.
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Figura 2.36. Comparacion de espectros TOCSY (azul) y NOESY (negro) del producto GBD.
Las sefiales marcadas en rojo se corresponden con correlaciones entre el H-1
de la unidad Aff y distintos protones de la unidad Afa3R.
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2.2.4.3 Asignacion de senales de RMN de unidades de xilopiranosa y arabinopiranosa

terminales

En la Figura 2.37 se muestra una ampliacion de la zona anomérica del espectro de RMN
HSQC del producto desacetilado GBD donde se marcan dos sefales con desplazamiento
quimico de 105,6/4,57 ppm y 104,7/4,61 ppm. Estas sefiales anoméricas se encontraron en la
fraccién original GB (ver Figura 2.15) y en todos los productos obtenidos a partir de la misma

a excepcion del producto obtenido por el tratamiento de Smith GBS.

ppm
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Figura 2.37. Ampliacién de la zona anomérica del espectro HSQC del producto desacetilado
GBD. Las senales marcadas en rojo se corresponden con las correlaciones C-
1/H-1 de los residuos de xilopiranosa y arabinopiranosa terminales (Xt y Ap).

Por el analisis de los espectros HSQC y TOCSY, en conjuntos con los antecedentes
publicados y el analisis por metilacidn, dichas sefiales anoméricas con 6 de 104,7/4,61 ppm y

100,110,111

105,6/4,57 ppm fueron asignadas a unidades terminales de B-D-xilopiranosa y a-L-

arabinopiranosa®!1? respectivamente (Figura 2.82, unidades Xty Ap).

- 106 -



Capitulo 2: Composicién y estructura de los polisacaridos de la goma brea

La asignacién completa de las sefiales originadas en las unidades Xt y Ap se realizé
analizando los espectros TOCSY (Figura 2.38) y HSQC (Figura 2.39) de la fraccion GBD. En la
Figura 2.38 se muestran todas las sefiales de correlacidén entre los protones anoméricos de los
residuos Xt y Ap y el resto de los protones de dichas unidades. Se puede apreciar que el H-1
de la unidad de a-L-arabinopiranosa terminal (Ap) acopla con Unicamente tres sefiales. Sin
embargo, al continuar el andlisis se determind con el empleo del espectros HSQC y en
coincidencia con los antecedentes encontrados en bibliografia®1!?, que existen dos pares de

sefales cuyos valores de desplazamiento quimico son coincidentes (H-3 y H-5ax; H-4 y H-5eq).

En la Tabla 2.20 se muestra la asignacion completa de las sefales de estas unidades. Es
importante destacar que todas las sefiales informadas se encuentran en los correspondientes
espectros de la fraccién original GB. Sin embargo, como puede apreciarse en la zona
anomérica del espectro HSQC de esta fraccion (ver Figura 2.15), las sefiales correspondientes
a estas unidades terminales se encuentran duplicadas. Este efecto de duplicacion serd
abordado posteriormente y esta relacionado con los grupos acetilos presentes en otras

unidades cercanas.

ppm
H-5ax/H-1 Xt —, 39
H-2/H1xe _A .
[ ——— H-2/H-1 A E
H-3/H-1 Xt _ A [ / P -
e == —— = H-5ax/H-1Ap 38
Ha/H-1xt A X_ H-3/H-1Ap
e H-5eq/H-1 Ap :_3'8
H-5eq/H-1 Xt R H-4/H-1Ap 40
4.2
44
e ~46
466 464 262 4.60 458 4.56 454 ppm

Figura 2.38. Ampliacién del espectro TOCSY del producto desacetilado GBD donde se
muestran las correlaciones entre los H-1 de las unidades Xty Ap y el resto de
los protones de los residuos.
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Figura 2.39. Ampliacion del espectro HSQC del producto GBD. Las sefiales marcadas en rojo

se corresponden con los C2-5/H2-5 de los residuos de xilopiranosa y
arabinopiranosa terminales (Xt y Ap).

Tabla 2.20. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales correspondientes a las unidades
terminales de B-D-xilopiranosa y a-L-arabinopiranosa (Xt y Ap).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)

C-1 C-2 C-3 C4 C-5

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 eq/H-5 ax
B-D-Xilp-(1—>  (Xt)  104,7 74,6 76,2 70,0 66

4,61 3,28 3,43 3,60 3,94; 3,27
a-L-Arap-(1— (Ap) 105,6 71,9 72,0 69,1 67,4

4,57 3,58 3,65 3,92 3,90; 3,64

Posteriormente en el presente trabajo se mostraran los resultados obtenidos por el

analisis de RMN que permitieron determinar sobre que unidades se encuentran unidos estos

residuos terminales.
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2.2.4.4 Asignacion de sefiales de RMN del acido a-p-glucurénico y del acido 4-0O-metil-a-b-

glucurénico terminales enlazados en posicion C-2

En la Figura 2.40 se muestran ampliaciones de los espectros HSQC de la fraccion GB y
todos los productos obtenidos a partir de la misma (a excepcidon de GBS) en la zona de & de
96-104/5,0-5,5 ppm. Como se menciond en la seccién 2.2.3, en esta zona de desplazamientos
guimicos se encuentran las sefiales anoméricas provenientes de unidades de acido a-D-

glucurdnico y acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico en distintos entornos quimicos.

Teniendo en cuenta que la sefial anomérica con 6 de 102,6/5,08 ppm se corresponde a
la unidad AfB descripta en la seccidn 2.2.4.2, en el espectro de la fraccion GB de la Figura 2.40
se pueden observar 4 sefiales que fueron asignadas a unidades de acido a-bD-glucurdnico y
acido 4-O-metil-a-p-glucurdnico. Una de ellas, con desplazamiento quimico de 101,3/5,09
ppm, desaparece luego del proceso de desacetilacién de los polisacaridos de goma brea, y
como se analizara posteriormente en detalle, esta asociada a la presencia de grupos acetilo

en las cercanias.

Como se puede apreciar en todos los espectros de la Figura 2.40, las 3 sefiales con
desplazamientos quimicos de 97,4/5,38-5,40 ppm, 98,5/5,28-2,29 ppm y 100,0/5,24 ppm no
se ven afectadas en los espectros correspondientes a los productos reducidos, hidrolizados
y/o desacetilados. Ademads, el desplazamiento quimico observado de los carbonos y protones
anomeéricos de los acidos urdnicos en los espectros HSQC depende casi exclusivamente de su
entorno, no habiéndose encontrado diferencias significativas entre el acido glucurdnico y el
acido 4-O-metilglucurdnico. Ante esta dificultad de poder diferenciar estos residuos, otros
experimentos de RMN resultaron fundamentales para el analisis estructural, especialmente

los espectros de correlacion H-H TOCSY.

La presencia de unidades de acido glucurdnico o su derivado 4-O-metilado es comun de
encontrar en xilanos aislados de diversas fuentes®>101113-117 Fsto ayudd a identificar las
sefiales anoméricas con desplazamiento quimico 98,5/5,28 ppm y 98,5/5,29 ppm que se
encuentran en todos los espectros HSQC mostrados en la Figura 2.40, las cuales se
corresponden a los C-1 y H-1 de unidades de acido a-D-glucuronico y acido 4-O-metil-a-D-
glucuronico enlazadas a la posicién C-2 de unidades de xilosa que conforman la cadena

principal (unidades AG y AG4M respectivamente, ver Figura 2.82).
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Figura 2.40. Ampliacion de la zona anomérica de los espectros HSQC de la fraccion GB y sus
productos modificados.
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La asignacion completa de las unidades AG y AG4M se pudo realizar empleando
distintos espectros TOCSY, en particular el correspondiente al producto GBHD que presenta
la ventaja de una menor superposicidon de senales en la zona anomérica debido a la ausencia
de las unidades de arabinofuranosa y los grupos acetilo, facilitando la identificacién de las
sefiales de correlacion. Se destaca nuevamente que estas modificaciones quimicas no afectan
los desplazamientos quimicos de las sefiales analizadas pero disminuyen la gran superposicidon

existente en los espectros de GB.

En la ampliacion del espectro TOCSY de la Figura 2.41 se puede apreciar que el
desplazamiento quimico de la mayoria de las sefiales originadas por los distintos hidrégenos
de las unidades terminales de acido a-D-glucurénico y acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico son
practicamente iguales, lo cual dificultd su asignacién. No obstante, la presencia del grupo
metilo en la posiciéon 0-4 produce un corrimiento de la sefial del protén a campos mas altos,
y al mismo tiempo se produce el efecto inverso en la senal del carbono correspondiente. Este
corrimiento del H-4 perteneciente al acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico fue lo que posibilitd que

ambos residuos (AG y AG4M) pudieran ser identificados.

Con la informacion obtenida de los espectros TOCSY se pudieron identificar y asignar el
resto de las sefiales en el espectro HSQC de GBD (Figura 2.42), donde se muestran todas las
sefiales originadas en los C2-5/H2-5 de las unidades AG y AG4M. La sefial correspondiente al
carbono y los protones del grupo metilo en posicidon 0-4 de la unidad AG4M fue asignada en
concordancia con los antecedentes bibliograficos®>101113115 | 3 asignacién completa de los

residuos AG y AG4M se encuentra en la Tabla 2.21.

Tabla 2.21. Desplazamiento quimico (ppm) de las sefiales correspondientes a las unidades de
acido a-D-glucurédnico y acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico unidas en posicion C-2 a
unidades de xilosa de la cadena principal (unidades AG y AG4M respectivamente).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5 4-0-Me
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
a-D-GlcpA-(1— (AG) 98,5 72,7 73,4 72,8 72,8
5,29 3,54 3,72 3,45 4,34
4-O-Me-a-D-GlcpA-(1— (AGAM) 985 72,7 73,0 83,2 72,8 60,8
5,28 3,55 3,73 3,19 4,32 3,45
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Figura 2.41. Ampliacién de la zona anomérica del espectro TOCSY del producto GBHD
donde se muestran las correlaciones entre el H-1y el resto de los protones de
las unidades AG y AG4M.
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Figura 2.42. Ampliacion del espectro HSQC del producto GBD. Sefales marcadas en rojo
son originadas por las unidades de dcidos glucurdnicos terminales AG y AG4M,
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Analizando el espectro NOESY de la fraccion GBHD se encontrd una correlacion a 3,19y
3,45 ppm originada en la cercania entre el H-4 de la unidad AG4M y los protones del grupo

metilo (ver Figura 2.43), lo que confirma las asignaciones realizadas.
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N | ~3.45
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Figura 2.43. Ampliacién del espectro NOESY del producto GBHD. La sefial marcada en rojo
se corresponde con el acoplamiento entre H-4 de la unidad AG4M vy los
protones del grupo metilo.

2.2.4.5 Asignacion de senales de RMN del acido a-p-glucurénico y del acido 4-O-metil-a-p-

glucurénico con un sustituyente en posicion C-2

En la Figura 2.40 puede observarse una sefial muy intensa con desplazamiento quimico
de 97,4/5,40-5,38 ppm que se encuentra en todos los espectros HSQC mostrados y que como
se vera luego, surge del solapamiento de dos senales originadas en la presencia de distintas
unidades de acido a-p-glucurdnico y acido 4-O-Me-a-bd-glucurdnico. Estas sefales presentan

un desplazamiento quimico inusual, no encontrandose en la mayoria de los glucuronoxilanos.

La presencia de dos sefales superpuestas en los espectros HSQC en torno a los 97,4 y

5,40-5,38 ppm fue descubierta indirectamente por el andlisis de espectros TOCSY. En la Figura
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2.44 a) se puede observar una ampliacién del espectro TOCSY del producto desacetilado GBD
donde se asignaron todas las correlaciones entre los hidrogenos de cada una de las dos
unidades identificadas. Esto fue posible nuevamente por la diferencia que se puede apreciar
en los desplazamientos quimicos de los H-4 de cada una de las unidades. Al igual que con las
unidades de acido a-D-glucurénico y acido 4-O-metil-a-p-glucurdnico terminales AG y AG4M
estudiadas en la seccidén anterior, la sefial originada en el H-4 de una unidad que presenta un
grupo metilo en la posicién 0-4 se encuentra desplazada hacia campos mas altos, lo que

permite diferenciar qué unidad se encuentra O-metilada (3,51 ppm vs. 3,26 ppm).

En conjunto con esta asignacidn, se debe tener en cuenta que en el andlisis por
metilacién, se determind que alrededor de 66% de las unidades de acidos urdénicos presentes
en los polisacdridos de la goma brea se encontraban sustituidas en la posicion 2. Basados en
este analisis y en el andlisis del espectro HSQC de GBD (Figura 2.44 b)), junto con antecedentes
bibliograficos>>64106.117 se asignaron las dos sefiales a 97,4/5,40 ppmy 97,4/5,38 ppm a los C-
1/H-1 de unidades de acido a-bp-glucurdnico y acido 4-O-metil-a-b-glucurénico con un
sustituyente en la posicion C-2 (AG2Ap y AG4M2Ap, ver Figura 2.82). Como se vera
posteriormente en detalle, las unidades fueron nombradas como AG2Ap y AGAM2Ap ya que
tanto en el andlisis por metilacion como en los resultados que se mostraran luego sobre el
anadlisis por RMN, el sustituyente principal de estas unidades eran residuos de arabinosa

pirandsica terminales.

La asignacién completa de todas las seiales pertenecientes a estas unidades se muestra
en la Tabla 2.22. Se aprecia claramente que excepto las sefiales correspondientes a la
correlacion C-4/H-4, el resto de las sefiales asignadas a las unidades AG2Ap y AG4M2Ap son

muy similares.

Como se vera posteriormente, dichas sefiales se encuentran presentes también en el
espectro HSQC de GB, aunque en dicho espectro se originan de la superposicién de cuatro
sefales debido a la presencia de los grupos acetilo que desdoblan a las sefiales presentes en

GBD.
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Figura 2.44.a) Ampliacién del espectro TOCSY del producto GBD donde se muestra las
sefales de correlacién entre los H-1 y el resto de los protones de los residuos.
Las senales de color se corresponden a correlaciones via ROE. b)
Ampliacién espectro HSQC del mismo producto. Las sefiales marcadas en rojo
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Tabla 2.22. Desplazamiento quimico (ppm) de las sefiales correspondientes a las unidades de
acido a-D-glucurénico y acido 4-O-metil-a-D-glucurénico sustituidas en posiciéon
C-2 (AG2Ap y AGAM2AD).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C2 C3 (C4 CC5 40Me
H-1 H-2 H-3 H-4  H-5
—2)-a-D-GlcpA-(1—> (AG2Ap) 97,4 794 72,7 72,7 72,7
540 3,73 3,92 3,51 4,36
—2)-a-D-4-0-Me-GlcpA-(1—> (AGAM2Ap) 97,4 794 72,3 831 72,8 608
538 3,75 395 3,26 4,32 3,45

La sustitucién en posicion C-2 de los acidos urénicos fue confirmada al comparar los
desplazamientos quimicos de estas unidades con las unidades terminales descriptas en la
seccién anterior. Se observo que las mayores diferencias se encuentran légicamente en el par
C-2/H-2 (79,4/3,73-3,75 ppm unidades AG2Ap/AG4M2Ap vs 72,7/3,54-3,55 ppm unidades
AG/AG4AM)y en el desplazamiento quimico del H-3 (3,92-3,95 ppm vs. 3,72-3,73 ppm, mismos
pares de unidades). La presencia del sustituyente en posicion C-2 afecta los desplazamientos
de C-1/H-1, C-2/H-2 y C-3/H-3, pero no influye apreciablemente en el 6 de los dtomos mas

alejados como C-4/H-4 y C-5/H-5, ni el desplazamiento del grupo metilo.

En el espectro presentado en la Figura 2.44 a) se pueden apreciar dos sefiales de
correlacién con la fase negativa que se muestran en color verde, con valores de
desplazamiento quimico de 3,45 ppm/5,38 ppm y 3,65 ppm/5,38-5,40 ppm. Estos
acoplamientos se produjeron via ROE (Rotating-frame Overhauser Effect), el cual es un efecto
espacial por cercania similar al NOE. La secuencia de pulsos de un espectro ROESY, disefiado
para observar ese tipo de correlaciones, y la de un experimento TOCSY son similares. Por ese
motivo, es comun que en los espectros TOCSY aparezcan seiales de correlacidn propias de un
experimento ROESY y viceversa, pero con la fase opuesta. En los experimentos TOCSY
realizados a los distintos productos de la goma brea se pudieron observar algunas senales de
este tipo, las cuales resultaron muchas veces de gran utilidad ya que no necesariamente las
mismas se observaron en los espectros NOESY. Al igual que las senales que se obtienen por
efecto NOE, estas seiiales de correlacion indican que dos protones se encuentran cercanos en

el espacio.

En particular, la sefial con desplazamiento quimico de 3,45 ppm/5,38 ppm fue asignada
a la correlacidn entre los hidrégenos del grupo metilo enlazado al O-4 y el H-1 del acido 4-O-
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metil-a-D-glucurdnico (unidad AGAM2Ap). Es importante destacar que dicha correlacion se
observa Unicamente con el protén a 5,38 ppm, lo cual confirma que el mismo se corresponde

al residuo de acido a-b-glucurénico metilado en posicién O-4.

La segunda sefial de correlacién via ROE de 3,65 ppm/5,38-5,40 ppm se encuentra
también en el espectro NOESY del mismo producto. Esta sefial correlaciona con ambos
protones anoméricos correspondientes a las unidades AG2Ap y AGAM2A, y con el H-3 del
sustituyente que se encuentra en la posicion C-2 de estas unidades, la unidad de a-L-
arabinopiranosa terminal Ap. Ademas de la sefial de correlacién via ROE encontrada en el
espectro TOCSY mostrado, en el espectro de RMN NOESY del producto GBHD se pueden
observar otra sefiales de correlacidn entre protones pertenecientes a las unidades AG2Ap y
AG4AM2Ap vy a la unidad de arabinosa pirandsica terminal Ap. En la Figura 2.45 se muestra una
ampliacion de dicho espectro NOESY donde se aprecian dos sefiales correlacién con & de
5,40/4,57 ppm y 5,38/4,57 ppm entre los H-1 de las unidades AG2Ap y AGAM2Ap y de la

unidad Ap respectivamente.
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Figura 2.45. Ampliacién del espectro NOESY de la fraccion GBHD. Las sefiales marcadas en
rojo se corresponden con las correlaciones H-1/H-1 de los residuos de Ap y
AG2Ap/AGAM2Ap.
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Ademas de las correlaciones descriptas, en la Figura 2.46 b) se muestra una sefial de
correlacién en el mismo espectro NOESY correspondiente al H-1 de la unidad Ap y el H-2 de
las unidades AG2Ap y AG4AM2Ap con desplazamiento quimico 3,75 ppm/4,57 ppm. En el
espectro a) de la misma figura, correspondiente a un experimento TOCSY del mismo producto
GBHD se observa que dicha senal de correlacion no estd presente. Cabe destacar que todas
las sefiales mencionadas se encontraron en el espectro de NOESY de la fraccién GB aunque
con un alto grado de superposicién con otras sefiales. Por este motivo la obtencidon de
derivados mas sencillos pero que conservan las caracteristicas estructurales de los
polisacdridos de la goma brea fue indispensable para poder hacer un analisis estructural

completo.

a) wn D) pam
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Figura 2.46. Ampliaciones de los espectros de RMN del producto GBHD a) TOCSY y b)
NOESY. En el espectro NOESY b) se encuentra marcada en rojo la seial de
correlacién entre el H-1 de la unidad Ap y el H-2 de las unidades AGAp y
AG4MAp.

En el analisis realizado por metilacién del producto GBR (ver Tabla 2.8, seccién 2.1.6)
se determind que la cantidad de unidades terminales de arabinosa pirandsica (derivado 2,3,4-
tri-O-metilarabinosa) coincide con el de las unidades de glucosa sustituidas en posicién C-2
(3,4,6-tri-O-metilglucosa). Toda esta informacién, en conjunto con reportes previos
provenientes de otras fuentes vegetales®#1%, indica que las unidades de arabinosa pirandsica
terminal Ap se encuentran enlazadas a residuos de acido a-p-glucurdnico y acido 4-O-metil-a-
D-glucurénico en posicion C-2 (unidades AG2Ap y AG4M2Ap) formando pequeias
ramificaciones de la cadena central de xilosas. Cabe sefialar aqui que no se encontraron
evidencias espectroscopicas de que las unidades de xilosa pirandsicas terminales Xt se

encuentren enlazadas a los acidos urénicos.
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2.2.4.6 Asignacion de senales de RMN de las unidades de acido 4-O-metil-a-b-glucurénico

terminales enlazadas en posicién C-3

En la zona anomérica de los espectros HSQC de la fraccion GB y los distintos productos
obtenidos a partir de la misma (Figura 2.40) puede observarse una tercera senal con
desplazamiento quimico de 100,0/5,24 ppm. Teniendo en cuenta que por el analisis realizado
en la seccién 2.1, los Unicos monosacaridos presentes en los polisacaridos de goma brea son
la D-xilosa, L-arabinosa, D-acido glucurdnico y acido 4-O-metil-D-glucurdnico, en principio esta
sefal resultd atipica ya que dicho valor de 6 no es comun para sefiales originadas por estos

residuos.

En bibliografia no se han encontrado antecedentes de sefiales de unidades de D-xilosa
ni de L-arabinosa pirandsicas con desplazamientos quimicos similares a la mencionada sefial.
Luego de un analisis detallado, se considerd la posibilidad de que esta sefial se originara en un
residuo de acido a-bD-glucurdnico, aunque los valores de desplazamiento quimico de dicha
sefnal anomérica eran diferentes a los otros encontrados en este trabajo de Tesis y a los
informados comunmente en bibliografia para arabinoglucuronoxilanos. En comparacién con
los valores encontrados para unidades de los acidos a-D-glucurénicos terminales enlazadas en
posicién C-2, el desplazamiento quimico del &tomo de carbono es mayor (100 ppm vs. 98,5

ppm), mientras que el valor correspondiente al protdn es menor (5,24 ppm vs. 5,28-5,29 ppm).

A partir de unos pocos antecedentes bibliograficos!0411811% y un anilisis detallado de los
espectros de RMN, se determind la posibilidad de que dicha sefial anomérica se originara en
unidades de 4cido a-b-glucurdnico unidas en la posicion C-3 de las unidades de xilosa que
conforman la cadena principal. Jaseja et al.**® pudieron aislar un acido aldobiurdnico del tipo
3-O-(acido a-D-glucopiranosil)-B-L-galactopiranosa e informaron los desplazamientos

guimicos encontrados. Los valores reportados se pueden observar en la Tabla 2.23.
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Tabla 2.23. Desplazamientos quimicos (ppm) informados por Jaseja et al.*'8 y Yin. et al.**° para
las senales originadas por unidades de acido a-D-glucurdnico unidas en C-3.

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
a-D-GlcpA-(1 —3)-B-L-Galp!1® 101,29 72,49 73,65 72,81 73,40
5,24 3,63 3,79 3,47 4,06
a-D-GlcpA-(1 —3)-B-d-Xilp-(1—11° 98,88 71,02 72,05 76,98 71,60

5,06 3,61 3,76 3,97 4,21

En la Tabla 2.23 se aprecia que el desplazamiento quimico del C-1 se corre hacia
campos mas bajos respecto de una unidad de acido a-b-glucurdnico enlazada en posicion C-2
(101,29 ppm vs. 98,5 ppm). Ademas se observa el efecto inverso para los H-1y H-5 (5,24 ppm
vs. 5,28-5,29 ppm H-1; 4,06 ppm vs. 4,32-4,34 ppm H-5), obteniéndose un desplazamiento

guimico del protén anomérico muy similar al hallado en los espectros HSQC de la goma brea.

Yin et al**°. describieron la presencia de acido a-D-glucurdnico enlazado en la posicion
C-3 de xilosa pirandsica o arabinosa furandsica en arabinoxilanos provenientes de semillas de
Plantago asidtica L. Si bien en este caso se encuentra una diferencia mayor entre los
desplazamientos quimicos informados y los encontrados en los espectros HSQC, también se
observa un corrimiento de los desplazamientos quimicos del H-1 y H-5 a campos mas altos

respecto de las unidades enlazadas en posicion C-2 de la xilosa.

Por otro lado, como se detallé en la seccién 2.1.6, se desprende del analisis por
metilacién de GB y el producto GBR la presencia de unidades de xilosa de cadena sustituidas
en posicion C-3 (2-O-metilxilosa, ver Tabla 2.8). Como se analizé previamente, comparando la
disminucién de todas las unidades metiladas de arabinosa y xilosa se observé que tanto la 2-
O-metilxilosa como la 3-O-metilxilosa disminuian entre la fraccion GB y el producto GBR en
una proporcion mucho menor al resto de las unidades, sugiriendo que los residuos de acidos
urénicos se encontraban enlazados en las posiciones C-2 y C-3 de unidades de xilosa que

conforman la cadena central (ver seccién 2.1.6).

Con toda esta informacion, los antecedentes bibliograficos encontrados04118119 'y g|
anadlisis de los espectros de RMN HSQC y TOCSY del producto GBD, la sefial con
desplazamiento quimico de 100,0/5,24 ppm fue asignada a la correlacién C-1/H-1 de un

residuo de acido 4-O-metil-a-D-glucurdnico enlazado en posicidén C-3 de las unidades de xilosa
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de la cadena principal (ver Figura 2.83, unidad X3AG4M). La asignacion completa de todos los
atomos del residuo X3AG4M no fue sencilla. En primer lugar, luego de un analisis exhaustivo
de distintos espectros TOCSY se pudieron identificar todos los protones de la unidad X3AG4M,

para luego identificar las sefiales de los carbonos correspondientes.

En la Figura 2.47 se puede apreciar en a) una ampliacion del espectro de RMN TOCSY
del producto GBD donde se muestran las correlaciones del protén anomérico con el resto de
los hidrégenos del de la unidad. En la imagen b) se muestra una ampliacién del espectro de
HSQC de GBD donde se pueden ver todas las sefiales originadas en los C2-5/H2-5 de la unidad

X3AG4M. La asignacién completa se muestra en la Tabla 2.24.

Cabe sefialar que en ningun espectro TOCSY analizado se encontraron sefales de
correlacién entre el H-1y otro protén compatibles con la presencia de acido a-b-glucurdnico
unido en posicion C-3. Solamente se pudo identificar un residuo de acido 4-O-metil-a-b-
glucurdnico, producto de una sefal de correlaciéon entre el H-1 y un hidrégeno con
desplazamiento quimico de 3,19 ppm indicativa de la presencia del grupo metilo en posicion
0O-4. Teniendo en cuenta que la proporcién de unidades de xilosa de cadena sustituidas en
posicion C-3 es pequeiia, es posible que exista un residuo de acido a-b-glucurdnico enlazado
en dicha posicién pero que se encuentre en tan baja proporcion que no haya podido ser

identificado en los espectros de RMN obtenidos.

Tabla 2.24. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales correspondientes al acido 4-O-
metil-a-D-glucurdnico enlazado en posiciéon C-3 de las unidades de xilosa de la
cadena principal (unidad X3AG4M).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C3 C4 C-5 4-0O-Me
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
4-O-Me-a-D-GlcpA-(1— (X3AG4AM) 100,0 72,7 73,0 832 731 60,8
5,24 3,55 3,72 3,19 4,20 3,45
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Figura 2.47. a) Ampliacién del espectro TOCSY del producto GBD donde se marcan las
sefales de correlacion entre los H-1 y el resto de los protones de la unidad
X3AG4M. b) Ampliacién del espectro HSQC del mismo producto. Las sefiales

marcadas en rojo se corresponden a las correlaciones C2-5/H2-5 de
unidad.
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Comparando el desplazamiento quimico de los residuos de dacidos 4-O-metil-a-D-
glucurdnicos enlazados en posicion 2 y 3 de unidades de xilosas de cadena (Tabla 2.21 y Tabla
2.24; Figura 2.42 y Figura 2.47) se puede ver que las sefiales correspondientes a los C2-5/H2-
5 de estas unidades son muy similares. En particular, la Unica sefial que cambia
apreciablemente es la correspondiente al H-5, en concordancia con lo informado en los

antecedentes bibliograficos.

2.2.4.7 Generacion de oligosacaridos

En paralelo al estudio y andlisis de las sefiales observadas en los espectros de RMN HSQC
y TOCSY de los polisacaridos de GB y de los distintos productos, se buscé generar pequefios
oligosacaridos que facilitaran el andlisis por métodos espectroscépicos. Del analisis de los
mismos se planificaba obtener informacion adicional sobre la ubicacion de los sustituyentes y
posicion de sustitucion realizando andlisis espectroscépicos y por alquilacion. A continuacion

se muestran los resultados de los experimentos realizados para las depolimerizaciones.

2.2.4.7.1 Tratamiento enzimatico de los polisacaridos de goma brea

En primera instancia se intentd realizar una degradacién enzimatica de los polisacaridos
de la goma brea, para lo cual fueron utilizadas dos enzimas distintas con actividad de B-
endoxilanasa. Con este procedimiento se buscaba romper las uniones de la cadena central de
residuos de xilosa y obtener pequefios fragmentos que posteriormente serian separados por
cromatografia de permeacién de geles y/o de intercambio anidnico en caso de que los mismos

poseyeran acidos urdnicos.

Se utilizaron dos enzimas con actividad de endo (1—4)-B-xilanasa, en las condiciones
recomendadas en la bibliografia consultada?®!?! (ver Capitulo 5 Materiales y Métodos,

seccion 5.9.2)

Al finalizar cada proceso enzimatico, la solucion resultante se centrifugd separandose el

precipitado del sobrenadante. La eficacia del tratamiento enzimatico se verificé de dos formas
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distintas en cada fraccidon por separado. Sobre el sobrenadante se intenté verificar la
liberacién de monosacdridos de xilosa por cromatografia en placa delgada en silica gel. El
precipitado obtenido fue sometido a una hidrdlisis y posterior derivatizacion para la obtencién
de alditoles peracetilados para ser analizados por cromatografia gaseosa. En ninguna de las
dos fracciones se encontré evidencia de que el tratamiento enzimatico fuese exitoso ya que
por un lado no se pudieron detectar cantidades apreciables de xilosa liberada en el
sobrenadante y ademads el perfil de azlcares neutros obtenido luego del tratamiento

enzimatico y posterior didlisis no presentaba diferencias con el producto de partida GB.

Se realizo el mismo tratamiento enzimatico a distintas fracciones obtenidas a partir de
GB que presentan un menor grado de sustitucion como GBD o GBHD pero al igual que para el
producto de partida no se encontraron evidencias significativas de degradacién de los
polisacaridos. Estos resultados, si bien no fueron los esperados, eran consistentes con el hecho
de que los polisacéridos de la goma brea son altamente ramificados y en consecuencia se

dificulta fuertemente la actividad de las enzimas empleadas.

2.2.4.7.2 Estudio de acidos aldobiurdnicos obtenidos por hidrélisis acida

Debido a la imposibilidad de obtener fragmentos pequefos por tratamiento
enzimatico, se decidid realizar un tratamiento de hidrdlisis acida, mediante el cual se
hidrolizaran los enlaces glicésidicos de los azlcares neutros y no se afectaran
mayoritariamente los correspondientes a los acidos urdnicos (ver secciéon 2.1.4). De esta

manera se generaron disacaridos constituidos por acidos urdnicos y xilosa.

Para poder obtener los acidos aldobiurdnicos correspondientes se realizé una hidrdlisis

en condiciones similares??

para la preparacion de alditoles empleando TFA 2M por 90 min a
120°C (ver Capitulo 5 Materiales y Métodos, seccion 5.9.1). Luego de evaporar el TFA
remanente, los productos se separaron en dos fracciones. La primer fraccién fue purificada
empleando una columna de intercambio aniénico fuerte (en forma CH3COO") y eluida con HCI
1M. Luego se elimind el HCl y se obtuvo el producto GBA (goma brea aldobiurénicos). La

segunda fraccién, que fue designada GBAR (goma brea aldobiurdnicos reducidos) fue

purificada con el mismo procedimiento pero previo al pasaje por columna de intercambio

124 -



Capitulo 2: Composicién y estructura de los polisacaridos de la goma brea

anidénico la fraccion fue tratada con NaBHa4 para reducir las unidades terminales reductoras a

alditoles. De esta manera se buscé obtener disacdridos de la forma acido (4-O-metil)-a-D-

glucurdénico-(1—2/3)-xilitol evitando la division de las sefiales en los espectros de RMN que

surgen de las distintas unidades con configuracion ay B.

El producto GBA fue analizado por espectrometria de masas por inyeccién directa

empleando un analizador de tiempo de vuelo con una fuente de ionizacién de electrospray en

modo negativo (ESI-QTOF). El espectro de masas obtenido se puede observar en la Figura 2.48,

donde se muestran los valores de masa exacta obtenidos para los picos mayoritarios. En la

Tabla 2.25 se aprecian los valores obtenidos de masa exacta de los picos mayoritarios y su

asignacion correspondiente.

Intens.

339.08394
6000+

325.07826
321.08383

307.06864
4000

207.05266
20004

419.05404"

647.17418

405.04327) 497.11627
0 l.l_ln...l ll Ll.lnl‘n“ 1_“,_,1

Figura 2.48. Espectro de masas ESI en modo negativo de la fraccion GBA. Los picos
mayoritarios se corresponden con los acidos aldobiurénicos descriptos.*: No

asignado.

Tabla 2.25. Valores de masa exacta de los picos mas intensos del espectro de masa ESI-QTOF
en modo negativo del producto GBA.

Masa exacta (g/mol)

Residuo

207,05266
307,06864
321,08383
325,07826
339,09394
405,04327
419,05404
497,11627
647,17418

[4-O-Me-GIcA - H*]
[GIcA-Xil-H* - H,0]

[4-O-Me-GlcA-Xil - H" - H,0]

[GIcA-Xil - H*]

[4-O-Me-GIcA-Xil - H*]

NA?
NA?®

[4-O-Me-GlcA-GlcA-Xil — H - H.0]
[4-O-Me-GIcA-GIcA-Xil-Xil = H*]

2 NA = No asignado
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Los picos mayoritarios con valores de masa de 307,06864, 321,08383, 325,07826,
325,07826 g/mol obtenidos en el analisis por espectrometria de masas del producto GBA se
corresponden con disacdridos compuestos por acido (4-O-metil)-glucurdnico y xilosa. El resto
de los picos observados se corresponden con monosacaridos de dacidos urdnicos y con
oligosacdridos de mayor peso molecular de acidos urdnicos y xilosa. Estos picos de masas
497,11627 y 647,17418 Da se corresponderian con oligosacaridos que contienen dos unidades
de acidos urdnicos, ya sea unidos entre si 0 a un mismo residuo de xilosa. En ningun espectro
de RMN obtenido de GB y sus derivados se encontraron sefiales compatibles con este tipo de
estructuras. Una explicacién para la presencia de estos fragmentos podria estar en que el
producto GBA representa sélo una porcion del producto original GB, por lo que la proporcion
de un fragmento minoritario como este tipo de oligosacéaridos en la goma brea original seria

de trazas, no pudiéndose observar en los espectros de RMN.

Las fracciones GBA y GBAR fueron también analizadas por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear. En la Figura 2.49 se pueden observar ampliaciones de la zona anomérica
de los espectros HSQC para ambas fracciones, donde todas las sefiales se encuentran
asignadas. En la Tabla 2.26 se encuentra la asignacion e identificaciéon de todas las sefiales

anoméricas en concordancia con los antecedentes bibliograficos®’2%123124,

Como se puede observar en la Figura 2.49 a), en la zona anomérica del producto GBA
hay sefales que se corresponden a monosacaridos de acido a-D-glucurdnico y de xilosa, y
ademads disacaridos conformados por acido a-D-glucurdénico y xilosa. En concreto, se
encontraron 10 sefiales anoméricas: 2 corresponden a D-xilopiranosa en configuraciones a y
B; 2 seiales pertenecen a 4cido (4-O-Me)-a-D-glucurdnico en configuraciones a y B; 5 seiales
corresponden a unidades de xilosa o de acidos glucurénicos que constituyen los distintos
disacdaridos. Por ultimo se determind la presencia de una sefial compatible con la presencia de

glucuronolactona.
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Figura 2.49. a) Ampliaciéon de la zona anomérica del espectro HSQC GBA. b) y c)
Ampliaciones de la zona anomérica del espectro HSQC de GBAR.
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Tabla 2.26. Desplazamientos quimicos (ppm) y asignacién de las sefales anoméricas
observadas en el espectro de RMN HSQC de GBA.

. Desplazamiento quimico (ppm)
Residuo

13C 1H
(4-0-Me)-0-D-GlcpA-(1—2)-a-D-Xilp 90,6 5,28
(4-0-Me)-a-D-GlcpA 93,1 5,17
a-D-Xilp 93,2 5,09
(4-0-Me)-B-D-GlcpA 96,9 4,59
B-D-Xilp 97,6 4,49
(4-0-Me)-a-D-GlcpA-(1—2)-B-b-Xilp 97,7 4,64
(4-0-Me)-a-bD-GlcpA-(1—2)-a-D-Xilp 97,8 5,03
(4-0-Me)-a-D-GlcpA-(1—2)-B-D-Xilp 98,8 5,29
(4-0-Me)-a-D-GlcpA-(1—>3)-B-D-Xilp 99,7 5,29
D-Glucuronolactona 103,7 5,38

La presencia de xilosa libre puede resultar llamativa teniendo en cuenta el paso de
purificacion realizado para eliminar azlUcares neutros mediante columna de intercambio
aniénico. No obstante, debido a la gran abundancia de este azucar en los polisacaridos de
goma brea, es posible que una pequefa fraccion de las unidades de xilosa que se liberaron
luego del paso inicial de hidrélisis haya coeluido con la muestra luego del paso por la columna

de intercambio anidnico.

Por otro lado, si bien el enlace glicosidico de los acidos urdnicos es muy resistente a la
hidrdlisis acida, es esperable que una pequefia parte de los mismos se hidrolice y por lo tanto
se liberen como monosacdridos. Estos fueron separados del resto de los azlcares neutros
mediante la columna de intercambio anidnico y posterior elucidn con acido clorhidrico. Por lo
tanto, es consistente la lactonizacién parcial de los acidos urénicos como consecuencia de este
proceso y la presencia de glucuronolactona en la mezcla analizada. La asignacién de esta sefial

fue realizada segun antecedentes bibliograficos!%.

En el espectro de la fraccién GBA, se observan sefiales anoméricas que se originan en
los acidos aldobiurdnicos: tres son originadas por acidos urénicos y las dos restantes por
unidades de xilosas. La asignacién de estas se presenta en la Tabla 2.26. La presencia de
numerosas sefales se origina en que el dcido a-b-glucurdnico y su par 4-O-metilado estdn

enlazados a la posicidn C-2 de la xilosa, la cual puede encontrarse tanto en la configuracién a
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como B ya que la misma se encuentra como extremo reductor. Por lo tanto estos disacaridos

generan entonces cuatro senales en total en la zona anomérica.

La quinta sefial, con desplazamiento quimico 99,7/5,29 ppm se corresponde a una
unidad de acido (4-O-Me)-glucurdnico en un entorno distinto que aquellos que estan
enlazados al C-2 de la xilosa y presenta un corrimiento a campos mas bajos para el atomo de
carbono en comparacién a aquellas que ya fueron asignadas. Con esta informacidn y el andlisis
de un espectro TOCSY de esta fraccion, esta sefial fue asignada a una unidad de acido 4-O-
metil-a-D-glucurdnico enlazada en posicién C-3 a un residuo de xilosa. Si bien se deberian
poder identificar 3 originadas en el disacarido del tipo (4-O-Me)-a-p-GlcpA-(1—3)-a/B-D-Xilp
es probable que al tratarse de un fragmento minoritario la intensidad del resto de las sefiales
sea muy pequeiia. Ademads puede existir superposicion entre dichas sefiales y el resto de las
sefales anoméricas descriptas previamente, dificultando la identificacion de ese tipo de
residuos. En consecuencia, en el espectro HSQC (Figura 2.49 a)) estan presentes las sefiales
de los distintos aldobiurdnicos con configuracion ay B. De esta manera se observan 5 sefiales

en la zona anomérica que se originan de estos disacaridos (ver Tabla 2.26).

En la Figura 2.49 b) se puede apreciar el espectro de RMN HSQC del producto reducido
GBAR. En la zona anomérica se observan solamente dos sefiales con desplazamientos
guimicos de 97,6/5,08 ppm y 99,9/5,03 ppm. En este caso, como las unidades de xilosa se
encuentran reducidas, las sefiales correspondientes al C-1/H-1 del xilitol estan desplazadas a
campos mas altos y poseen desplazamientos quimicos similares a las sefiales de los C2-5/H2-
5126 |3 existencia de dos sefiales, una de las cuales se encuentra en mucho mayor proporcién
y otra minoritaria corrida a campos bajos para carbono y campos mas altos para protén es
consistente con la presencia de dos disacaridos del tipo acido (4-O-metil)-a-D-glucopiranosil)-
(1—>2)-xilitol) 'y 4acido (4-O-metil)-a-D-glucopiranosil)-(1—3)-xilitol). Los valores de
desplazamiento quimico de ambas sefales anoméricas son levemente distintos de lo
observado en los polisacaridos de goma brea, lo cual es esperable debido a que se encuentran

en entornos quimicos diferentes.

En resumen, los resultados encontrados del andlisis espectroscépico y por
espectrometria de masas realizado a las fracciones GBA y GBAR confirman la asignacion y
caracterizacion estructural realizada anteriormente, en relacién a las unidades de acido a-D-

glucurdnico y acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico enlazados en posicidn 2 y 3 de las unidades de
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xilosa que conforman la cadena principal de los polisacdridos de goma brea. La confirmacidn
de la existencia del disacarido 4-O-Me-a-D-GlcpA-(1—3)-B-D-Xilp fue muy importante para

respaldar las asignaciones realizadas en la seccidn anterior.

2.2.4.8 Asignacion de seiales de RMN de unidades de glucosa en espectros de goma brea

reducida

Como se describié anteriormente en la secciéon 2.2.4.4, al realizar modificaciones
guimicas sobre los polisacaridos de la goma brea se observd que la mayoria de las senales
anomeéricas originadas en las unidades de acidos urénicos no se afectaban. En la Figura 2.50
se muestran ampliaciones de la zona anomérica de espectros HSQC de la fraccion GB vy los
productos GBR, GBD y GBRD donde se aprecia que las sefiales anoméricas originadas en estos
residuos presentan los mismos valores de 6 en los espectros correspondientes a la fraccidon
original y los productos reducidos y/o desacetilados, a excepcién de una sefial con & de
101,3/5,09 ppm que al reducir la goma brea se desplaza a 100,5/5,21 ppm y que al

desacetilarla desaparece.
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Figura 2.50. Ampliaciones de la zona anomérica de espectros HSQC de GB y los productos
GBR, GBD y GBRD.
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A diferencia de las sefiales anomeéricas, se observa en los espectros de RMN obtenidos
de los productos reducidos, que el resto de las sefiales originadas en los residuos de glucosa

obtenidos de la reduccién de los acidos urénicos presentan efectivamente corrimientos.

Aprovechando que los valores de 6 de los protones anoméricos son idénticos a los
residuos de acidos urdnicos ya asignados, se emplearon espectros TOCSY de los productos
reducidos y mediante la comparacién con los espectros TOCSY andlogos de los productos no
reducidos se pudieron identificar todos los hidrégenos de las unidades de glucosa. A modo de
ejemplo en la Figura 2.51 se muestra una ampliacion del espectro TOCSY del producto GBRD
donde se identificaron todas las sefiales de correlacion entre los protones anoméricos y los
hidrogenos de los residuos de a-bD-glucosa y 4-O-metil-a-D-glucosa que presentan un
sustituyente en la posicidon C-2, a excepcion de los H-6 que no pudieron observarse en este
espectro, probablemente por tener una constante de acoplamiento J con el H-5 muy pequefia.

Sin embargo, estas sefiales pudieron ser facilmente asignadas en los espectros HSQC.
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Figura 2.51. Ampliacion del espectro TOCSY del producto GBRD donde se muestran todas
las seiiales de correlacidn entre los protones anoméricos y todos los
hidrégenos de las unidades G2Ap y GAM2Ap a excepcidn de los H-6.
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Con el empleo de espectros HSQC y realizando el mismo procedimiento comparativo,
en conjunto con algunos antecedentes bibliograficos encontrados de glucosas en distintos
entornos'?®128 se pudieron asignar completamente todos los residuos de glucosas en los
entornos anteriormente descriptos. En la Figura 2.52 se muestran los espectros HSQC de los
productos a) GBRD y b) GBD donde se identificaron todas las sefiales de los C2-6/H2-6 de estos
residuos y se puede apreciar que dichas sefiales sélo se encuentran presentes en el espectro

correspondiente al producto reducido.

En la Tabla 2.27 se muestran las asignaciones completas. Las unidades se nombraron

de forma analoga a las respectivas unidades de acidos urdnicos pero omitiendo la letra A.

Tabla 2.27. Desplazamientos quimicos (en ppm) de las sefiales originadas en las unidades de
glucosa y 4-O-metilglucosa presentes en los espectros de la goma brea reducida

(GBR).
Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6eq/H-6ax
a-D-Glcp-(1—2 98,4 72,0 73,4 70,0 72,6 60,9
(G) 5,30 3,51 3,77 3,42 4,05 3,80; 3,72
4-0-Me-a-D-Glcp-(1—>2° 98,4 72,0 73,4 79,6 71,3 60,9
(Gam) 5,28 3,51 3,77 3,22 4,05 3,80; 3,72
4-0-Me-a-b-Glcp-(1—3° 100,0 72,1 73,5 79,7 71,5 60,9
(X3G4M) 5,22 3,51 3,76 3,24 3,93 3,80; 3,75
—2)-a-b-Glcp-(1—2 97,4 79,8 72,8 70,0 72,4 60,9
(G2Ap) 5,40 3,70 3,91 3,46 4,07 3,81; 3,75
—32)-4-O-Me-a-D-Glep-(1—2* 97,4 79,8 72,6 79,7 71,3 60,9
(GAM2Ap) 5,38 3,70 4,00 3,26 4,08 3,81; 3,75

2@ Desplazamiento quimico de O-Me de 60,7 y 3,54 ppm.
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Figura 2.52. Ampliaciones de los espectros HSQC de a) GBRD y b) GBD. Las seiiales
marcadas en rojo se corresponden con los C2-6/H2-6 de las unidades de
glucosa G, G4M, X3G4M, G2Ap y GAM2Ap.
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2.2.4.9 Asignacion de seiales de RMN de unidades de xilosa de cadena lateral disustituida

con xilosas terminales

En la regién anomérica de los espectros HSQC obtenidos de GB y sus productos
reducidos, desacetilados o hidrolizados se observa una senal con desplazamiento quimico de
101,5/4,62 ppm, la cual esta junto a otras dos sefiales anoméricas con 6 muy similares. Por
este motivo la identificacion y asignacion empleando espectros TOCSY fue mdas compleja que
para otras sefales debido al alto grado de superposicion. No obstante, con la utilizacién del
espectro TOCSY del producto GBRHD se pudieron identificar todos los hidrégenos que acoplan
con la sefial anomérica de 4,62 ppm y por lo tanto pertenecen a la misma unidad (ver Figura
2.53). Como se vera posteriormente en detalle, dicho valor de desplazamiento quimico de los
C-1/H-1 es compatible con el de unidades de xilosa de cadena sustituidas, aunque en este caso
la identidad del fragmento estructural que genera dicha sefial es levemente distinta a las

unidades de la cadena central.
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Figura 2.53. Ampliacion de la zona anomérica del espectro HSQC del producto GBRHD. La
sefial marcada en rojo se corresponde con el C-1/H-1 de la unidad X24XtXt.
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En la Figura 2.54 a) se presenta una ampliacion del espectro TOCSY de GBRHD, donde
se pueden apreciar Unicamente tres sefiales de correlacidn entre el H-1 de la unidad X24XtXt
y el resto de los protones del residuo con 6 de 4,15 ppm, 3,77-3,78 ppm, 3,48-3,49 ppm. La
sefial con desplazamiento quimico de 4,62/3,77-3,78 ppm se encuentra superpuesta con otra
sefal. Sin embargo, en el mismo espectro de TOCSY, en la regién de desplazamientos quimicos
de 3,77 ppm se aprecian sefiales de correlacion con desplazamientos quimicos de 3,48-3,49

ppm, 4,15 ppm y 4,62 ppm indicando la validez de la asignacion realizada.

En el espectro b) se muestra una ampliacidon del espectro de RMN HSQC de la misma
fraccion donde se pudieron identificar y asignar todas las sefiales originadas por los C2-5/H2-
5 del residuo que se denominé X24XtXt y que se corresponde con una unidad de [B-D-
xilopiranosa sustituida en posicion C-2 y C-4 por unidades terminales de xilosa. En la Tabla

2.28 se muestra la asignacion completa de esta unidad.

Estas asignaciones se realizaron teniendo en cuenta los resultados de Kova¢ et al. 1¥°
publicados en un trabajo de 1980. Los autores realizaron la sintesis y caracterizacidon
espectroscopica por RMN de un trisacarido formado por el metilglicésido de una unidad de B-
xilosa sustituida en posiciones 2 y 4 por residuos terminales de B-xilosa. Si bien sdlo
informaron los valores de desplazamientos quimicos de los carbonos, esta unidad disustiuida
presentaba un valor de desplazamiento quimico correspondiente al C-2 peculiarmente alto
(81,9 ppm) en comparacion con los valores tipicos de unidades de B-xilosa enlazadas (1—4) y

sustituidas en posicion C-2.

Tabla 2.28. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales correspondientes a unidades de
B-D-xilosa sustituidas en posiciéon C-2 y C-4 con residuos terminales de [-D-
xilopiranosa (X24XtXt).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 eq/H-5 ax
—2,4)-B-D-Xilp-(1— (X24XtXt) 101,5 81,4 74,2 77,6 63,6
4,62 3,49 3,77 3,78 4,15;3,48
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Figura 2.54. Ampliaciones de los espectros del producto GBRHD a) TOCSY y b) HSQC. Las
sefiales maracas en rojo se corresponden con los C2-5/H2-5 de la unidad
X24XtXt.
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Observando los valores de desplazamientos quimicos mostrados en la Tabla 2.28, se
aprecia que ademads del valor inusualmente alto del desplazamiento quimico del C-2, tanto el
H-3 como el H-5ax presentan valores corridos hacia campos mas bajos respecto de la unidad

terminal X y de cualquier otra unidad de xilosa sustituida que se detallara posteriormente.

En cuanto a las unidades terminales de xilosa enlazadas a este residuo, la unidad que se
encuentra enlazada en posicién C-2 muy probablemente sea indistinguible de la unidad
asignada como Xt por lo que se las considera espectroscopicamente idénticas. No obstante,
la unidad de xilosa terminal que se encuentra enlazada en posicién C-4 se espera que presente
valores de desplazamientos quimicos distintos de las unidades X y Xt y no pudo ser asignada
debido a la gran superposicion de sefiales en la zona de desplazamientos quimicos

compatibles con residuos de B-bD-xilosa.

2.2.4.10 Asignacion de seiiales de RMN de unidades de xilosa de cadena sustituidas en

posicion C-2

En las secciones anteriores se describieron, a excepcién de los grupos acetilo, todas las
sefales pertenecientes a los sustituyentes de la cadena principal de xilosas. Por lo tanto, lo
que resta es identificar la posicion de unién de cada una de estas ramificaciones y describir las
sefiales correspondientes a los residuos de xilosa donde estan enlazados. Como se vera en
detalle a continuacién no sélo la posicidn del sustituyente sino que también la identidad del
mismo generan unidades de xilosa de cadena en distintos entornos quimicos con seinales

diferenciadas en los espectros de RMN.

Continuando con el andlisis de las sefiales correspondientes a los distintos residuos de
xilosa, en los espectros HSQC de los productos GBHD y GBRHD (ver Figuras 2.26 y 2.55) se
observa claramente una sefial con desplazamiento quimico 102,2/4,61 ppm, la cual estd muy
cerca de la sefial asignada en la seccidon anterior. Dicha sefial se encuentra presente en GB y
todos los espectros obtenidos de los productos modificados aunque superpuesta con otras

sefales.
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Figura 2.55. Ampliacion de la zona anomérica del espectro HSQC del producto GBRHD. Las
sefiales marcadas en rojo se corresponden con los C-1/H-1 de las unidades de
xilosa X y X2R.

La asignacion completa de este residuo pudo realizarse principalmente mediante el
empleo del espectro TOCSY del producto GBRHD. En la Figura 2.56 a) se puede observar la
ampliacion del espectro TOCSY de dicho derivado donde se pueden apreciar todas las sefiales
de correlacién entre el H-1 con & de 4,61 ppm y el resto de los hidrégenos de la unidad. Las
sefiales de correlacion que se encuentran parcialmente superpuestas se corresponden
mayormente al residuo de xilosa terminal Xt. La Figura 2.56 b) se corresponde a una
ampliacién del espectro HSQC del mismo producto donde se identificaron las correlaciones
C2-5/H2-5 originadas por esta unidad. Cabe destacar que aln en un producto desacetilado e
hidrolizado se puede ver en los distintos espectros de RMN una gran superposicidén y cercania
de sefales, lo cual es indicativo de la complejidad de la estructura de los polisacaridos de goma

brea.

Por lo tanto, las sefales asignadas para esta unidad se corresponden con unidades de -

(1—>4)-p-xilopiranosa sustituidas en posicion C-2 (unidad X2R, ver Figura 2.82), en
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concordancia con los antecedentes bibliograficos consultados®>101,102,106,111,113,114,130,131 'Fp |q

Tabla 2.29 se muestra la asignacion completa de la unidad X2R.

Todas las sefiales de C/H originadas en la unidad X2R se encuentran en los espectros
HSQC de todos los productos de la goma brea, lo cual coincide con el analisis por metilacién
gue indica que las unidades xilopiranosa de cadena sustituidas en posicion C-2 son los residuos

mayoritarios en todos los casos (ver Tabla 2.8).

Tabla 2.29. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales de unidades de xilosa de cadena
sustituidas en posicion C-2 (X2R).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 eq/H-5 ax
—2,4)-B-b-Xilp-(1— (X2R) 102,2 77,2 73,2 76,4 63,5
4,61 3,41 3,59 3,78 4,11;3,37

Si se observan los desplazamientos quimicos tanto de los carbonos como de los
hidrogenos de las unidades de cadena B-(1—4)-D-xilopiranosa no sustituidas y con un
sustituyente en posicion 2 (X y X2R, ver Tabla 2.16 vs Tabla 2.29) se aprecia que la diferencia
entre los valores encontrados es pequefia. Unicamente se observan diferencias significativas
en los desplazamientos quimicos de los H-1 (unidad X 4,46 ppm vs. unidad X2R 4,61 ppm) y
del par C/H de la posicidn del sustituyente (C-2/H-2 unidad X 73,6/3,26 ppm vs. 77,2/3,41 ppm
unidad X2R). Por este motivo, la identificacion de este residuo fue compleja, siendo
sumamente importante los espectros TOCSY de productos modificados con menor

superposicion de sefiales para poder identificarla correctamente.

En cuanto a la identidad de los sustituyentes que se encuentran enlazados en la posicién
C-2 de la unidad X2R, por el andlisis por metilacion realizado en las secciones 2.1.6 y 2.1.9 se
sabe que es probable que los residuos de arabinofuranosas y al menos parte de los acidos

uronicos se encuentren enlazados a la cadena principal de xilosas en dicha posicidn.
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Figura 2.56. Ampliaciones de los espectros de RMN del producto GBRHD a) TOCSY y b)
HSQC. Las sefales marcadas en rojo en el espectro b) se corresponden con las
correlaciones C-1/H-1 de la unidad X2R.
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En el espectro NOESY del producto GBRD (ver Figura 2.57 y Figura 2.58) se encontré una
sefial de correlacidn con desplazamiento quimico de 5,29/3,41 ppm que se corresponde al H-
1 de la unidad Afa3R y al H-2 de la unidad X2R respectivamente (ver Tabla 2.29). Ademas, se
pudieron observar otras sefales de correlacién entre dicho protén anomérico y sefiales con
desplazamiento quimico de 4,11 ppm y 3,78 ppm, correspondientes al H-5eq y al H-4 de la
unidad X2R. Esta informacidén, en conjunto con el andlisis por metilacidon y en concordancia

326491 encontrados, indican que las unidades de

con antecedentes bibliograficos
arabinofuranosas se encuentran formando disacaridos del tipo a-L-Araf-(1—3)-a-L-Araf-(1—
(Afa-Afa3R) y B-L-Araf-(1—>3)-a-L-Araf-(1— (AfB-Afa3R) enlazados a la posiciéon 2 de los

residuos de xilosa de la cadena principal X2R.

En este punto cabe reiterar que los espectros NOESY fueron utilizados con precaucién
para determinar conectividades, aun cuando en este tipo de experimentos los resultados
obtenidos se relacionan con correlaciones espaciales entre distintos atomos de hidrégeno. En
ese sentido, si se logran identificar correlaciones entre el H-1 de una unidad con el H de otra,
junto con andlisis complementarios, se puede verificar la existencia de una union entre esas

unidades.

Por otro lado, en la ampliacién del espectro NOESY del producto GBHD (ver Figura 2.58)
se puede ver una sefial a 5,28/5,29 y 4,61 ppm que surge de la correlacion entre los H-1 de las
unidades AG y AG4M y el H-1 de la unidad X2R. Ademads de dicha sefial, se puede apreciar en
el mismo espectro la intensificacién y ensanchamiento de una sefial originada en la interaccién
entre el H-1 de las unidades AG y AG4M y otra con desplazamiento quimico de 3,41 ppm que
podria pertenecer al H-2 de la unidad X2R. Sin embargo, debido a la presencia de otras sefiales
con valores de desplazamiento quimico muy similares que podrian correlacionar con el H-1 de
estas unidades (como el grupo metilo que se encuentra en posicién O-4 o el H-4 de la unidad
AG) no puede afirmarse que dicha sefal de correlacién pertenezca al H-2 de la unidad de xilosa
sustituida en esa posicion. Cabe destacar que la sefial de correlacion mostrada en la Figura
2.58 se encuentra en el espectro NOESY de GB asi como en los espectros NOESY realizados a

los productos obtenidos a partir de dicha fraccion.
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Figura 2.57. Ampliacion del espectro NOESY del producto GBRD. La sefial de acoplamiento
marcada en rojo se corresponde al H-2 (X2R) / H-1 (Afa3R).
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Figura 2.58. Ampliacion del espectro NOESY del producto GBHD. La sefial marcada en rojo
se corresponde con la correlacidn entre el H-1 de la unidad X2R y el H-1 de las
unidades AG y AG4M.
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El analisis realizado por metilacion sobre el producto GBR y el analisis por resonancia
magnética realizado hasta el momento sugiere que las unidades de xilosa terminal (Xt) se
encontrarian enlazadas al polisacarido en la posicidn 2 de las unidades de xilosa de la cadena
principal (unidad X2R) y a las xilosas que componen el trisacadrido que se encuentra presente
como cadena lateral (X24XtXt). Lamentablemente, esta hipdtesis no pudo ser corroborada
utilizando espectros NOESY como en los casos anteriores, debido a que las correlaciones no
pudieron establecerse por la alta superposicién de senales. En la Tabla 2.30 se muestran a
modo comparativo los desplazamientos quimicos de los protones de las unidades de xilosa
terminales Xt y de cadena con sustituyente en posicién C-2 X2R. Como se puede observar,

ambas unidades poseen valores similares de desplazamiento quimico de sus protones.

Tabla 2.30. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales originadas en los hidrogenos de
las unidades Xt y X2R.

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 eq/H-5 ax
B-D-Xilp-(1—> (Xt) 4,61 3,28 3,43 3,60 3,94; 3,27

—2,4)-B-D-Xilp-(1—> (X2R) 4,61 3,41 3,59 3,78 4,11,3,37

Se puede apreciar que los desplazamientos quimicos de los protones anoméricos son
idénticos y solo se encuentran diferencias significativas en los valores 3,78 ppm, 3,94 ppm y
4,11 ppm correspondientes al H-4 de la unidad X2R, y a los H-5 eq de las unidades Xt y X2R
respectivamente. Estas particularidades hacen muy dificil la identificacion de sefales de
acoplamiento entre estos residuos por experimentos NOESY ya que no se pueden distinguir si

los acoplamientos que se observan son entre esas unidades o con si mismas.

Sin embargo, en ninguno de los espectros NOESY realizados se encontraron sefiales de
correlacién entre protones pertenecientes a la unidad Xt y otros residuos, sugiriendo asi que
estos residuos no se encontrarian unidos a otras unidades, particularmente a los acidos

uroénicos en la posicién 2.

En base a la informacién recolectada por el analisis de metilacién y RMN se considera
altamente probable que los residuos de xilopiranosas terminales Xt se encuentran
principalmente enlazados a la cadena principal de xilosas en la posicion C-2 de los residuos

X2R.
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En cuanto a la posicidon de union del trisacarido X24XtXt, se llegd a una conclusidn similar
al caso anterior. Debido a que el valor de desplazamiento quimico del H-1 entre el residuo
X24XtXt y la unidad X2R es practicamente idéntico, la identificacion de sefales de correlacién
entre estos residuos por experimentos NOESY no es posible. Sin embargo no se encontraron
evidencias espectroscopicas de que este trisacarido se encuentre enlazado a una unidad
distinta. Por lo tanto se considera que la unidad X24XtXt se halla enlazada en posicion C-2 a

la cadena principal de xilosas (unidad X2R).

Ademds de las correlaciones descriptas en los espectros NOESY, el andlisis
espectroscépico realizado sobre el producto obtenido mediante la degradacién de Smith GBS

permitié obtener mas informacion de interés.

Del andlisis tedrico de los fragmentos que pueden haber resistido el tratamiento de
Smith y de los resultados obtenidos del analisis por metilacién (seccién 2.1.11) se determind
gue los unicos sustituyentes que quedaron en el producto degradado en proporciones
relevantes son los residuos terminales de acido 4-O-metil-a-D-glucurénico y de a-L-

arabinofuranosa.

En la Figura 2.59 se muestra la zona anomérica del espectro HSQC del producto GBS
donde se encuentran las sefiales asignadas (a excepcidon de una sefial con desplazamiento
quimico de 101,8 y 4,71 ppm la cual serd asignada en secciones posteriores, ver pagina 167).
En la Tabla 2.31 se muestra el desplazamiento quimico de las sefiales anoméricas del espectro

HSQC de GBS y su asignacion correspondiente.

Tabla 2.31. Desplazamientos quimicos y asignacion de seiales anomeéricas del espectro HSQC

de GBS.
. Desplazamiento quimico (ppm)
Residuo 13 L
C H
C-1/H-1 —>4)-B-p-Xilp-(1—> (Xa) 103,6 4,41
C-1/H-1 —4)-B-d-Xilp-(1—> (X) 102,6 4,46
C-1/H-1 —2,4)-B-D-Xilp-(1—>  (X2R) 102,2 4,61
C-1/H-1  a-L-Araf-(1—> (Afa) 109,3 5,25
C-1/H-1 4-O-Me-a-D-GlcpA-(1— (AGAM) 98,5 5,28
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Figura 2.59. Ampliacién de la zona anomérica del espectro de RMN HSQC de la fraccion
tratada segun Smith GBS.

Como se puede observar en la Figura 2.59 y en la Tabla 2.31, el producto GBS contiene
unidades terminales de acido 4-O-metil-a-D-glucurénico que presentan un desplazamiento
guimico del par anomérico C-1/H-1 idéntico al descripto anteriormente (unidad AG4M), el
cual se encuentra enlazado a la cadena principal en posicidon C-2 de los residuos de xilosa. En
conjunto con esta sefial observada se puede apreciar que la Unica sefial correspondiente a un
residuo de xilosa con un sustituyente en posicidn 2 tiene un desplazamiento quimico idéntico
al descripto para la unidad X2R. Estos resultados, en conjunto con lo descripto anteriormente,
confirman que las unidades de acidos glucurdnicos terminales AG y AG4M se encuentran
enlazados a la posicidn 2 a los residuos de xilosa de cadena X2R. Ademas, en el espectro de
HSQC del producto GBS se encuentra también una sefial anomérica perteneciente a la unidad
terminal de arabinofuranosa Afa, la cual se encuentra enlazada también en posicién 2 a
residuos de xilosa de cadena que presentan valores de desplazamiento quimico que se
corresponden con el de la unidad X2R. Este hecho indica que distintos fragmentos
estructurales de xilosa de cadena sustituida en posicidon C-2 con sustituyentes diferentes dan

lugar a seiiales de RMN indistinguibles.
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Cabe destacar en la ampliacion del espectro HSQC de GBS de la Figura 2.59 se observa
una sefial muy intensa a 102,6 y 4,46 ppm correspondiente a las unidades de B-(1—4)-b-
xilopiranosa de la cadena central (X), en coincidencia con el analisis por metilacién realizado
en la seccién 2.1.11 al producto reducido de la fraccién GBS. La presencia de esta sefial

confirma la asignacidn realizada previamente.

En resumen, las unidades de xilosa de cadena que presentan un sustituyente en posicidon
C-2 (X2R) pueden estar sustituidas por unidades terminales de acido a-b-glucurdnico (X2AG),
acido  4-O-metil-a-D-glucurénico  (X2AG4M), B-D-xilopiranosa  (X2Xt), unidades
terminales/disacaridos de arabinofuranosas (X2Af) o un trisacarido conformado por 3

unidades de B-D-xilopiranosas (X2X24XtXt).

2.2.4.11 Asignacion de seiiales de RMN de unidades de xilosa de cadena sustituidas en

posicion C-2 con disacaridos de arabinopiranosa-(1—2)-acido (4-O-Me)-glucurénico

En la seccidn anterior se demostrd que los desplazamientos quimicos de las unidades de
xilosa unidas por 2 y 4 no se modificaban con un abanico de sustituyentes. Sin embargo, del
analisis profundo de los espectros se determind que otros sustituyentes si podian modificar
los desplazamientos quimicos de las unidades de xilosa de cadena sustituidas en la posicidn

C-2, dando lugar a sefiales distintas a las identificadas para la unidad X2R.

Observando la ampliacién de la zona anomérica del espectro HSQC del producto GBRHD
(ver Figura 2.55 y 2.60) se aprecia una sefial a 101,6 y 4,66 ppm. Al igual que la sefial
perteneciente a la correlacion C-1/H-1 de la unidad X2R, esta sefial se encuentra presente en
el espectro HSQC de GB y todos los espectros obtenidos de los productos modificados

obtenidos (Figura 2.26), a excepcion del espectro HSQC correspondiente a GBS (Figura 2.59).
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Figura 2.60. Ampliacién de la zona anomérica del espectro HSQC del producto GBRHD. La
sefial marcada en rojo se corresponde con la correlacion C-1/H-1 la unidad
X2R'.

Ademas de los sustituyentes de la xilosa de la cadena central descriptos anteriormente,
en la seccion 2.2.4.5 se describié la existencia de disacaridos compuestos por a-L-
arabinopiranosa enlazada a la posicién C-2 de residuos de acido a-bD-glucurdnico y cido 4-O-
metil-a-D-glucurdnico, los cuales se ubicaban segun el analisis por metilacién como cadenas

laterales de la cadena central de xilosas.

Pefia et al.%* realizaron un estudio estructural extenso sobre xilanos extraidos en medio
alcalino de las paredes celulares de distintas especies de plantas monocotileddneas,
fundamentalmente del orden Commelinidae. En dicho estudio describieron que estos
polisacdridos presentan una cadena central de unidades de (1—4)-B-D-xilopiranosa, algunas
de las cuales se encontraban sustituidas en posicion C-2 por disacaridos de a-L-
arabinopiranosa-(1—2)-acido (4-O-metil)-a-p-glucurdnico. Dichas unidades de xilosa daban
origen a una sefial anomérica con un desplazamiento quimico de 101,3 y 4,69 ppm. Con esta
informacién y los datos recolectados del andlisis de los espectros de RMN, la sefial observada

a 101,6 y 4,66 ppm en el espectro de la Figura 2.60 se asigné a unidades de B-(1—4)-D-
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xilopiranosa sustituida en posicién 2 con los disacaridos Ap-AG2Ap/ Ap-AGAM2Ap. Esta
unidad de xilosa fue identificada como X2R’ ya que claramente sus seifiales anoméricas

difieren de las unidades X2R presentadas en la seccién anterior (ver Figura 2.82).

En la Figura 2.61 a) se muestra una ampliacion del espectro TOCSY del producto GBRHD
donde se indican todas las senales de correlacién entre el H-1 de la unidad X2R’ y el resto de
los hidrégenos. Con esa informacidn, en conjunto con lo reportado por Pefia et al.®*, se
pudieron asignar los carbonos correspondientes a dichos hidrégenos. En la imagen b) de la
Figura 2.61 se muestra una ampliacion del espectro de RMN del mismo producto con todas
las correlaciones originadas por los C2-5/H2-5. La asignacion completa de la unidad X2R’ se
encuentra en la Tabla 2.32 donde se muestran también a modo comparativo los valores de
desplazamientos quimicos encontrados para las unidades de xilosa de cadena X2R y X. Todas
la sefiales observadas en los espectros de RMN del producto reducido GBRHD se encuentran
en los espectros correspondientes de los productos no reducidos GBHD y GBD y en los
espectros de la fraccion original GB, aunque en este ultimo caso con un mayor grado de

superposicion con otras sefales.

Tabla 2.32. Desplazamientos quimicos (en ppm) de las sefiales correspondientes a la unidad
de xilosa de cadena sustituida en posicidén C-2 con los disacaridos Ap-AG2Ap / Ap-
AG4M2Ap (unidad X2R’) y de las unidades X2R y X.

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 eq/H-5 ax
—2,4)-B-D-Xilp-(1—> (X2R’) 1016 76,5 72,0 77,2 63,5
4,66 3,52 3,65 3,78 4,11;3,37
—2,4)-B-b-Xilp-(1—> (X2R) 102,2 77,2 73,2 76,4 63,5
4,61 3,41 3,59 3,78 4,11;3,37
—4)-B-b-Xilp-(1—> (X) 102,6 73,6 74,5 77,1 63,5
4,46 3,26 3,55 3,77 4,11; 3,36
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Figura 2.61. Ampliaciones de los espectros de RMN del producto GBRHD a) TOCSY y b)
HSQC. Las sefales marcadas en rojo en el espectro b) se corresponden con las
correlaciones C2-5/H2-5 de la unidad de xilosa de cadena sustituida en posicion
2 X2R'.
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Si se comparan los valores de desplazamientos quimicos correspondientes a las
unidades de B-(1—4)-b-xilopiranosa de la cadena central se observa que la presencia de un
sustituyente en posicion C-2 afecta especialmente a los desplazamientos del C-2 y H-2.
Especificamente, la diferencia que se observa en el valor correspondiente al H-2 (3,26 ppm
unidad X; 3,41 ppm unidad X2R; 3,52 ppm unidad X2R’), fue fundamental para poder

identificar y asignar las sefales en los espectros TOCSY.

Analizando las unidades X2R y X2R’ se desprende que la identidad de la ramificacion
enlazada en la posicidon 2 puede afectar los valores de los desplazamientos quimicos de las
sefiales originadas en estas unidades. Como fue analizado previamente, los 6 de las sefales
de las unidades de xilosas sustituidas en posicidon 2 eran indistinguibles si el sustituyente R
presente en la unidad X2R eran residuos terminales de acido a-p-glucurdnico, acido 4-O-metil-
a-D-glucurdnico, disacaridos de L-arabinofuranosas, unidades terminales de xilosa vy
trisacdridos de xilosa. Sin embargo, si la cadena lateral enlazada a esta posicion son disacaridos
de a-L-arabinopiranosa-(1—2)-acido (4-O-metil)-a-D-glucurénico, los desplazamientos
guimicos son lo suficientemente diferentes como para poder identificar un conjunto de

sefnales distinto asociadas a ese fragmento estructural.

En los espectros NOESY de los distintos productos, incluyendo GB, se encontraron
sefiales de correlaciéon entre protones pertenecientes a los acidos urdnicos AG2Ap y
AG4M2Ap vy la unidad de xilosa de cadena X2R’. En la Figura 2.62 se muestran ampliaciones
de los espectros de RMN a) TOCSY y b) y c) NOESY del producto hidrolizado y desacetilado
GBHD. Comparando las ampliaciones de la parte superior se aprecia que en el espectro de
NOESY de dicho producto aparece una sefial de correlacidon entre los H-1 de las unidades
AG2Ap y AGAM2Ap con desplazamientos quimicos de 5,38-5,40 ppm y un protdén con

desplazamiento quimico de 3,52 ppm que corresponde con el H-2 de la unidad X2R’.
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Figura 2.62. Ampliaciones de los espectros de RMN a) TOCSY y b) y c) NOESY de la fraccion
hidrolizada y desacetilada GBHD. Las sefiales marcadas en rojo se
corresponden a acoplamientos NOE entre hidrégenos de la unidad X2R’ y las
unidades AG2Ap y-AG4M2Ap.

En la ampliacién del espectro NOESY de la Figura 2.62 c) se pueden apreciar dos sefales
con desplazamiento quimico a 4,66/5,38 ppm y 4,66/5,40 ppm que surgen de la correlacion
entre el H-1 de la unidad X2R’ y los H-1 de las unidades AG2Ap y AGAM2Ap respectivamente.
Ademas de las sefales mostradas en la figura anterior se encuentran correlaciones entre el H-
1 de estas unidades e hidrégenos que posiblemente sean los H-3 y H-5eq de la unidad X2R’,

gue presentan un desplazamiento quimico de 3,65y 4,11 ppm.

Toda esta informacion espectral adicional confirma la asignacién estructural realizada.
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2.2.4.12 Asignacion de seiales de RMN de unidades de xilosa de cadena sustituidas en

posicién C-3 con acido 4-0O-metil-a-D-glucurénico

En el andlisis por metilacién presentado en la seccién 2.1.6 se determind que existen
residuos de xilosa con un sustituyente en posicién C-3 dado que se encontro el derivado de 2-
O-metilxilosa en cantidades apreciables. Ademads, en las secciones 2.2.4.6 y 2.2.4.7.2 se
describié que en los polisacaridos de la goma brea existen unidades de acido 4-O-metil-a-D-
glucurdnico terminales cuyos desplazamientos quimicos indicaban que se encuentran

enlazados a la posicion 3 de unidades de xilopiranosa de la cadena central.

En bibliografia®®°9100.104111 ga encontraron reportes de distintos tipos de xilanos que
presentan xilosas de la cadena central con un sustituyente en posicion C-3. Simas-Tosin et al.
104 caracterizaron glucuronoarabinoxilanos aislados de Ananas comosus mediante la
obtencion de oligosacaridos por hidrélisis acida e informaron los valores de desplazamientos
guimicos de residuos de xilopiranosas sustituidas con acido a-b-glucurdnico en la posicién 3.
Héije et al.5> realizaron un estudio de glucuronoarabinoxilanos extraidos de cascara de cebada
y reportaron los desplazamientos quimicos de unidades de xilosa de la cadena central sin
sustituir (G) y sustituidas en la posicién 3 con unidades terminales de a-L-arabinofuranosa (F)
o disacdridos del tipo B-D-Xilp-(1—>2)-a-L-Araf-(1— (H). En la Tabla 2.33 se muestran los

desplazamientos quimicos que informaron para estas unidades. El resto de los antecedentes

encontrados en reportes anteriores son de fragmentos similares a lo informado por Hoije et

al 65

Tabla 2.33. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales originadas en distintas unidades
de xilosa de cadena reportadas por Héije et al.®®

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 eq/H-5 ax
—4)-B-b-Xilp-(1—> G 102,9 74,2 75,1 77,4 64,4
4,49 3,34 3,58 3,80 4,13;3,41
—3,4)-B-b-Xilp-(1—> F 102,9 74,4 78,9 75,0 64,4
4,53 3,48 3,75 3,88 4,16; ND?
—3,4)-B-b-Xilp-(1—> H 102,8 74,2 ND ND 66,6
4,47 3,32 3,58 3,77 4,08; ND

2ND: No determinado
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En la tabla anterior (al igual que en todos los reportes>®°%100.104111 encontrados) se
observa que los desplazamientos quimicos del par anomérico C-1/H-1 de las unidades de
xilosa de cadena sustituidas en posicidn C-3 son muy similares a los 6 de los residuos de —4)-
B-b-Xilp-(1— sin sustituir. Sin embargo, las sefales originadas por el C-3 y en menor medida
por el H-3, se encuentran desplazados hacia campos mas bajos respecto de los

correspondientes a las unidades de xilosa sin sustituir.

Debido a la coincidencia en los valores de desplazamiento quimico de los C-1/H-1 con
las unidades de xilosa de cadena sin sustituir X y a la alta complejidad de los espectros, la

asignacion de las sefiales originada en las unidades —3,4)-B-D-Xilp-(1— resulté muy compleja.

Para realizar dicha asignacién de las sefiales de la mencionada unidad resultaron de
especial utilidad los espectros COSY. En la Figura 2.63 se muestra una ampliacion del espectro
COSY del producto GBRHD donde se observan dos sefiales a 4,46/3,26 ppm y 4,46/3,36 ppm
gue surgen de la correlacién de protones anoméricos y sus vecinos en posicidon 2. La presencia
de dos sefiales indica que existen dos H-1 originados en unidades distintas que correlacionan
con dos H-2 distintos ya que poseen diferente desplazamiento quimico. La sefal de
correlacién 4,46/3,26 ppm se corresponde con los H-1y H-2 de la unidad X, mientras que como
se vera en detalle posteriormente, la sefial a 4,46/3,36 ppm es originada por la correlacién de
los H-1 y H-2 de una unidad de xilosa sustituida en posicién 3 con dacido 4-O-metil-a-D-

glucurdnico. Esta unidad de xilosa fue identificada como X3AG4M, ver Figura 2.83.

Debido a la coincidencia en el valor de desplazamiento quimico del H-1 entre las
unidades de xilosa sustituidas en posicidon 3 (X3AG4M) y de cadena sin sustituir (X) y a que
éstas ultimas se encuentran en una proporcion mucho mayor, la identificacidn y asignacién
de las senales correspondientes a la unidad sustituida fue muy compleja. Ante esta
superposicion de sefiales, se trabajé con los espectros TOCSY buscando las correlaciones

correspondientes al H-2 de la unidad X3AG4M que posee un o de 3,36 ppm.
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Figura 2.63. Ampliacion del espectro COSY del producto GBRHD donde se muestran las
senales de correlacion entre protones anoméricos y los H-2 de las unidades
X3AG4AM y X.

En la Figura 2.64 se muestra en a) una ampliacién del espectro TOCSY del producto
GBRD donde se marcan todas las sefales de correlacién entre el H-2 y el resto de los
hidrégenos de la unidad X3AG4M. Cabe destacar que el desplazamiento quimico del H-5ax es
idéntico al originado por el H-2, razén por la cual no se observa una seiial con dicho protén en
la figura. En la imagen b) se muestra una ampliacién del espectro HSQC del producto GBHD

donde se aprecian todas las sefales correspondientes a los C2-5/H2-5 del residuo.

Como en todos los casos anteriores, se constatod la presencia de estas sefiales en los
espectros de RMN obtenidos de la fraccién original GB. La asignacién completa de la unidad
de xilosa sustituida en posicion 3 X3AG4M se muestra en la Tabla 2.34 en comparacion con

los resultados encontrados para la unidad X.

-154 -



Capitulo 2: Composicién y estructura de los polisacaridos de la goma brea

a) ppm
s =33
i;;—/f —— 34
B H-3 X3AG4M / H-2 X3AG4M 35
']' ;3.6
_— I i
3.7
— H-4 X3AG4M / H-2 X3AGAM 38
\ -3.9
H-5eq X3AG4M / H-2 X3AG4AM — 40
B — ~4.1
-4.2
H-1 X3AG4M / H-2 X3AG4AM ~43
J 4.4
| | i‘—_jlﬁ | [ 45
3.40 3.39 3.38 3.37 3.36 3.35 ppm
b) ppm
e T > A====== i
(= vl «= C-5/H-5eq X3AG4M e
@ C'5/H'53X X_3AG4M i(;:/%__,ﬁ :—66
= ) A
—68
= [
T C-2/H-2 X3AG4M ~70
L R o
l N e o Son T
C-4/H-4 X3AGAM (> = = é@i"?‘; e
J [
— = 5 ~76
<=0 %:ﬂ <
p— -78
= C-3/H-3 X3AG4M a0
= e ’
> —
I I I I I I I I I 82
4.2 41 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 ppm

Figura 2.64. a) Ampliacién del espectro TOCSY del producto GBRD. b) Ampliacién del
espectro HSQC del derivado GBHD. Las sefiales marcadas en rojo se
corresponden con las correlaciones C2-5/H2-5 de la unidad X3AG4M.
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Tabla 2.34. Desplazamiento quimico (en ppm) de las sefiales originadas en las unidades de B-
D-xilosa de cadena sustituidas en posicion C-3 con acido 4-O-metil-a-D-glucurdnico

(X3AG4AM).
Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5eq/H-5ax
—»3,4)-B-D-Xilp-(1— (X3AG4AM) 102,6 72,3 80,8 76,3 63,5
4,46 336 365 3,9 4,09; 3,36
—»4)-B-D-Xilp-(1—> (X) 102,6 736 745 77,1 63,5

446 3,26 3,55 3,77 4,11;3,36

Comparando los valores de desplazamientos quimicos entre las unidades X y X3AG4M
se aprecia que los mismos tienen un alto grado de similitud. Sin embargo, existen diferencias
puntuales muy importantes como en el desplazamiento quimico de la posicidn sustituida C-3
gue esta corrido 6,3 ppm a campos mas bajos en la unidad sustituida X3AG4M, en coincidencia

con lo reportado en bibliografia.

Ademas de lo discutido previamente por los resultados del andlisis por metilacion y la
coincidencia entre los valores de desplazamientos quimicos encontrados tanto para las
unidades de B-D-xilosa X3AG4M vy de 4acido 4-O-metil-a-D-glucurénico X3AG4M con lo
informado en los antecedentes bibliograficos, se encontraron evidencias espectrales en
experimentos NOESY. En la Figura 2.65 se muestra una ampliacién de la zona anomérica del
espectro NOESY del producto GBHD donde se aprecia una sefial de acoplamiento con
desplazamiento quimico a 4,46/5,25 ppm originada por los H-1 de las unidades X3AG4M y
X3AG4M. También se encontraron sefiales de correlacion entre el H-1 de la unidad X3AG4M
y otros hidrégenos con desplazamientos quimicos de 4,09, 3,96, 3,65 originadas en los H-5eq,
H-4 y H-3 de la unidad de xilosa X3AG4M respectivamente. Estas evidencias espectrales

confirman las asignaciones previamente realizadas.
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Figura 2.65. Ampliacion del espectro NOESY del producto GBHD donde se muestra una
sefial de correlacidon entre el H-1 de los residuos de acido 4-O-metil-a-D-
glucurdnico enlazados en posicién 3y el H-1 de unidades de xilosa (X3AG4M).
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2.2.4.13 Seiiales de RMN correspondientes a los grupos acetilo

Como se introdujo anteriormente en la seccidn 2.2.2, en distintos espectros de RMN de
los polisacaridos de la goma brea se pueden apreciar sefiales que son originadas por los grupos
acetilo. En las Figura 2.66, 2.67 y 2.68 se muestran ampliaciones de los espectros de RMN H,

13C, HSQC y HMBC de la fraccién GB donde se pueden apreciar las sefiales originadas de estos

grupos.

En el espectro de RMN 'H de GB se pueden apreciar 3 sefiales con 6 = 2,20, 2,18 y 2,10
ppm que son originadas por lo hidrogenos metilicos de los grupos acetilo. La presencia de

estas tres sefiales indica que los mismos se encuentran en al menos tres entornos quimicos

diferentes.

—2.20
—218
2.10

\ ‘
\ W
| \// k
/
/ L.
e ,/ ﬁlﬁ J\'A'w-ﬁ»-..._

T T \ T T T T T T T T T \
245 240 235 230 225 220 215 210 205 200 195 1.90 ppm

Figura 2.66. Ampliacion del espectro de RMN de 'H (500 MHz) de la fraccidon GB, donde se
muestran los hidrégenos metilicos de los grupos acetilo.

Por otro lado, en las ampliaciones mostradas en la Figura 2.67 del espectro de RMN de

13C se observan dos pares de sefiales con desplazamientos quimicos de 21,5, 21,9, 173,9 y
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174,4 ppm que se corresponden con los carbonos de los metilos y de los carbonilos de los

grupos acetilo respectivamente.

La asociacion de los H y C de los grupos metilicos pueden observarse claramente en la
ampliacion del espectro HSQC correspondiente a la fraccién GB (Figura 2.68), donde se aprecia
gue dos de los grupos de hidrégenos metilicos se encuentran unidos a carbonos cuyas senales
aparecen a desplazamiento similares. Como se menciond anteriormente la utilizacion de
espectros HMBC fue limitada dada la baja calidad de los mismos, sin embargo resultaron de
suma utilidad para relacionar las sefiales originadas en los grupos carbonilos de los acetilos y
sus respectivos grupos metilos. La asignacién completa de las sefales originadas por estos

grupos se presenta en la Tabla 2.35.

Tabla 2.35. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefales originadas en los grupos acetilo

Desplazamiento quimico de los grupos acetilo (ppm)

CHs
c H Cc=0
21,5 2,10 173,9
21,9 2,18 174,4
21,9 2,20 174,4

La existencia de tres conjuntos de sefales pertenecientes a los hidrégenos metilicos
indica que existen al menos tres entornos quimicos distintos para los grupos acetilo. Si se
incorporan al analisis los desplazamientos quimicos de los carbonos de esos metilos y de los
carbonos de los carbonilos, se puede apreciar que dos de estos conjuntos de sefiales
presentan valores de 6 idénticos para los carbonos y muy similares para los protones. Este
hecho indicaria que estos dos conjuntos de sefiales estén originados en grupos acetilo que se
encuentran en fragmentos estructurales similares. En cambio el tercer grupo de sefiales
presenta diferencias mds marcadas en sus & tanto en los carbonos como en los protones,

indicando que se encuentra en un entorno quimico distinto.

Como se analizd anteriormente, la fraccion GB posee un 2,6 % de grupos acetilo.
Teniendo en cuenta la cantidad de carbohidratos presentes en dicha fraccién (75 %) y la
proporcién de los mismos que pertenecen a unidades de xilosa de la cadena central, se puede
estimar que en los polisacaridos de goma brea se encuentra un grupo acetilo por cada 4

unidades de xilosa de cadena.
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Figura 2.67. Ampliaciones del espectro de RMN de *3C de la fraccidn GB. En a) se muestran

los carbonos de los metilos de los grupos acetilo. En b) se observan los carbonos
de los carbonilos de dichos grupos.
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Figura 2.68. Ampliaciones de los espectros a) HSQC y b) HMBC de la fraccion GB.
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2.2.4.14 Asignacion de senales de RMN de unidades de xilosa de cadena sustituidas en

posicién C-2 y acetiladas en posicion O-3

Como se menciond anteriormente, la existencia de grupos acetilo en los polisacaridos
de la goma brea complejiza sus espectros de RMN ya que su presencia genera diferentes
entornos quimicos y en consecuencia se observa un numero importante de sefales originadas
en estas unidades y que hasta el momento no han sido analizadas ya que no se encuentran en
los espectros de los productos desacetilados. Las caracteristicas estructurales descriptas en
las secciones anteriores en cuanto a conectividad y ubicacidn de los residuos por supuesto se
mantienen y de hecho se utilizaron para poder determinar la posicién de estos grupos en los

polisacdaridos originales provenientes de la fraccion GB.

Las sefiales de RMN originadas en residuos cuyos desplazamientos quimicos son
afectados por los grupos acetilo se pueden dividir en dos grupos. Por un lado, se pueden
identificar las sefiales que se corresponden con las unidades a las cuales estos grupos se
encuentran directamente unidos, donde se pueden apreciar grandes cambios en los
desplazamientos quimicos. Un segundo grupo de sefiales son aquellas pertenecientes a
residuos que se encuentran cercanos a estos grupos y por lo tanto algunas de sus sefiales

presentan ligeros corrimientos.

Légicamente, el primer analisis se realizé comparando los espectros HSQC de la
fraccion GB y el de su producto desacetilado GBD (Figura 2.69, espectros a) y b)
respectivamente). A simple vista se puede apreciar en el espectro HSQC de la fraccién GB
tanto enlazona anomérica como en la region de desplazamientos quimicos tipica de C2-5/H2-
5, un conjunto de sefiales que no se encuentra en el espectro correspondiente al producto
desacetilado. En particular, puede observarse que existen dos sefiales con desplazamientos
guimicos altos para protones no anoméricos de 74,5/5,06-5,09 ppm y 74,6/4,66 ppm, siendo

la primera de estas sefales mucho mas intensa que la segunda.
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Figura 2.69. Espectros HSQC de a) la fraccion GB y b) del producto GBD. Las sefiales
marcadas en rojo pertenecen a las unidades cuyos desplazamientos
quimicos se encuentran influenciados directamente por la presencia de
grupos acetilo.
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Se han encontrado numerosos antecedentes bibliograficos>6°7,106:107,116,132 4o
glucuronoxilanos que presentan grupos acetilos enlazados en las posiciones 2, 3 y/0 2,3 de las
unidades de xilosa que conforman la cadena central de estos polisacdridos. Algunas de estas
unidades de xilosa se encuentran ademas sustituidas con acido a-p-glucurdnico o acido 4-O-
metil-a-D-glucurdnico en la posicién C-2. Los desplazamientos quimicos de las posiciones
sustituidas por grupos acetilos de las unidades de xilosa presentan valores tipicos entre 73,5
y 76 ppm para carbono y 4,65 a 5,15 ppm para hidrégeno, dependiendo de la ubicacién de

estos grupos y la presencia o no de unidades de acido glucurénico como sustituyentes.

En un trabajo publicado en 2003, Evtuguin et al.%® caracterizaron un heteroxilano
acetilado extraido de la madera del arbol Eucalyptus globulus. En la Tabla 2.36 se muestran
los desplazamientos quimicos reportados en dicho trabajo para distintas unidades de xilosa
que presentan en su mayoria un grupo acetilo en posicién 2 y/o 3. Si bien se pueden encontrar
algunas pequeiias diferencias, estos resultados se encuentran en gran concordancia con lo

informado en otras publicaciones>®>7106,107,116,132

Tabla 2.36. Desplazamientos quimicos (ppm) de distintas unidades de xilosa de cadena
acetiladas (informados por Evtuguin et al.1%).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5eq/H-5ax
—4)-2-0-Ac-B-D-Xilp-(1—> 101,0 74,5 72,5 77,2 63,8
4,67 4,68 3,80 3,86 4,16;3,44
—4)-3-0-Ac-B-D-Xilp-(1—> 102,5 72,0 76,3 76,5 63,8
4,58 3,49 4,98 3,93 4,13;3,48
—4)-2,3-0-Ac-B-dD-Xilp-(1— 100,4 74,6 76,0 78,2 63,8
4,79 4,82 5,14 4,05 4,20;3,53
—2,4)-B-p-Xilp-(1— 101,9 77,4 73,3 77,2 ND?
4,66 3,52 3,70 3,84 ND;ND
—25,4)-3-0-Ac-B-d-Xilp-(1—> 102,0 76,0 76,1 77,0 63,7
4,73 3,69 5,05 3,98 4,14;3,48

2 ND = No determinado
b Unidades de B-p-xilosa sustituida en posicién C-2 con acido (4-O-Me)-a-b-glucurénico

Como se puede observar en la tabla anterior, la presencia de un grupo acetilo enlazado
directamente a una unidad de B-D-xilosa de un xilano con uniones 1—4 genera corrimientos

importantes hacia campos bajos en las sefiales de estas unidades, fundamentalmente en las
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originadas en los hidrogenos de la posicidn de sustitucidn, siendo el corrimiento para el H-3

mayor que para H-2.

Si se comparan las sefiales pertenecientes a los residuos de —2,4)-B-b-Xilp-(1—>
sustituidos en posicidn C-2 con acido (4-O-Me)-a-D-glucurdnico, se puede apreciar que la
presencia de un grupo acetilo en posicion O-3 de la xilosa provoca cambios en los
desplazamientos quimicos tanto de las sefiales correspondientes a los carbonos como a los
hidrogenos. Puede apreciarse que el H-1 de la unidad 3-O-acetilada se corre hacia campos mas
bajos. Ademas, se observa que la sefal originada en el H-3 de esta unidad se encuentra en
5,05 ppm, el cual es un valor muy alto en relacién a los valores tipicos de las sefales de los H-
3 de las unidades de xilosa. En particular, este desplazamiento quimico informado para la
sefal de esta unidad acetilada en posicion 0-3 es muy similar al que presentan las sefales
encontradas a & de 74,5/5,06-5,09 ppm en el espectro HSQC de la fraccion GB. Asimismo, cabe
destacar que la sefial con desplazamientos quimicos de 74,6/4,66 ppm presente en dicho
espectro HSQC de GB presenta valores muy similares al de la unidad de —4)-2-0O-Ac-B-D-Xilp-

(1— mostrada en la tabla anterior.

Por otro lado, Dahlman et al.>® y Uhliarikovd et al.>” en trabajos publicados en 2000 y
2013 sobre glucuronoxilanos acetilados extraidos de la madera de los arboles Populus tremula
(dlamo) y Betula pendula (abedul) respectivamente, reportaron los desplazamientos quimicos
de las sefiales originadas en los metilos y carbonilos de los grupos acetilos en funcién de su
sitio de unién a la xilosa y el entorno quimico en esos polisacaridos. En ambos casos
informaron valores de & de las sefiales de los hidrégenos metilicos entre 2,11-2,21 ppmy 21,0-
22,0 ppm para sus respectivos carbonos, siendo los mas altos los correspondientes a los
grupos acetilo unidos en posicion C-3 de residuos de —4)-B-bD-Xilp-(1— con respecto a los

enlazados en posicién C-2.

Especialmente desplazados a mayores 6 se encuentran las sefiales de aquellos grupos
acetilo unidos a residuos de xilosa que se encontraban ademas sustituidos en posicién C-2 con
una unidad de &acido 4-O-metil-a-D-glucurdnico. En el trabajo de Uhliarikovad et al.>’
informaron ademas el desplazamiento quimico de los carbonos de los carbonilos, los cuales

seran analizados posteriormente.
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Las sefiales con desplazamientos quimicos de 74,5/5,06-5,09 ppm resultaron
diagnésticas para confirmar la existencia de unidades de xilosa acetiladas. Sin embargo, el
analisis de los espectros TOCSY y NOESY resulté dificultoso ya que la seial del H-3 de la unidad
3-0-Ac-B-D-Xilp coincide en su desplazamiento quimico con el de otras unidades presentes en
los polisacdridos de la goma brea. Como ya fue descripto anteriormente, el H-1 perteneciente
a la unidad Aff posee un desplazamiento quimico de 5,08 ppm. Ademads, como se puede
apreciar en el espectro HSQC de la fraccion GB (ver Figura 2.69), existe una sefal anomérica
a 101,3 y 5,09 ppm que como se vera posteriormente en detalle, pertenece a un residuo de
acido 4-0O-metil-a-D-glucurdnico terminal que se encuentra influenciado por la presencia de
un grupo acetilo en las cercanias. Por esta razon el espectro TOCSY de la fraccion GB en esta

zona de desplazamiento quimico presenta una gran superposicion de sefiales.

Para poder realizar un correcto andlisis de las sefiales de RMN de las unidades de xilosa
3-0 acetiladas, se trabajé con el espectro TOCSY del producto reducido y parcialmente
hidrolizado GBRH ya que no presentaba superposicidon con otras sefiales. Esto se debe a que
al hidrolizar la goma brea reducida en condiciones suaves se eliminan los residuos terminales
de arabinofuranosas y en consecuencia desaparecen en el espectro TOCSY las sefiales de
correlacién con el H-1 a 5,08 ppm correspondiente a la unidad Af3. Ademas, por efecto de la
reduccion ocurre un desplazamiento de 0,15 ppm a campos mds bajos en protdn de la sefial a

101,3 y 5,09 ppm presente en los espectros de GB (ver Figura 2.50).

Con la informacién obtenida de espectros TOCSY y HSQC, en conjunto con los
antecedentes bibliograficos mencionados®®°7/106:107.116132 = o pudieron identificar dos
unidades de xilosa de cadena sustituidas en posicion C-2 con unidades de acido a-D-
glucurénico o acido 4-O-metil-a-D-glucurdénico, estructuralmente similares a las
anteriormente descriptas X2R y X2R’ pero que presentan un grupo acetilo en la posiciéon 3

(X2Y3Ac y X2Y’3Ac, Y = Ap-AG2Ap; Y’ = Ap-AGAM2Ap, ver Figura 2.83).

En la Figura 2.70 a) se muestra una ampliacién del espectro TOCSY del producto GBRH
donde se pudieron asignar e identificar todos los hidrégenos de las dos unidades acetiladas
X2Y3Ac y X2Y’3Ac. En el espectro b) correspondiente al HSQC de la fraccidn original GB se
identifican todas las sefiales originadas en las correlaciones C1-5/H1-5 de dichas unidades. La

asignaciéon completa de cada unidad se presenta en la Tabla 2.37.
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Tabla 2.37. Desplazamientos quimicos (en ppm) de las sefiales correspondientes a las

unidades de xilosa de cadena sustituida en posicién C-2 y acetiladas en posicién
0-3 X2Y3Ac y X2Y’'3Ac.

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5eq/H-5ax
—»2,4)-3-0-Ac-B-D-Xilp-(1— (X2Y3Ac) 101,5 74,1 74,5 76,5 63,5

4,71 3,71 5,06 3,95 4,13;3,49
—»2,4)-3-0-Ac-B-D-Xilp-(1— (X2Y’3Ac)  101,5 74,1 74,5 76,5 63,5

4,75 3,71 5,09 3,95 4,13;3,49

Como se puede observar en los espectros TOCSY y HSQC de la Figura 2.70 y en la tabla
anterior, se pudieron identificar dos sefiales de xilosas sustituidas en posicion 2 y acetiladas
en posicion 3 que presentan valores de desplazamientos quimicos muy similares. De hecho,
con la informacién provista por el espectro HSQC no pueden distinguirse y Unicamente se
pudo diferenciarlas por el espectro TOCSY. Las Unicas diferencias encontradas fueron en el
desplazamiento quimico las sefiales de los H-1 y H-3 que se encuentran levemente

desplazados hacia campos mas bajos en la unidad X2Y’3Ac con respecto al residuo X23YAc.
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Figura 2.70. a) Ampliacién del espectro TOCSY del producto GBRH y b) ampliaciones
espectro HSQC de la fraccion GB. Las sefiales marcadas en rojo se
corresponden con los C1-5/H1-5 de las unidades acetiladas X2Y3Acy X2Y’3Ac.
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Cabe destacar que el valor de desplazamiento quimico de los protones anoméricos de
ambas unidades es muy similar al del HOD, lo que conlleva a que esa region de
desplazamientos quimicos en los espectros TOCSY presente una resolucién muy pobre. Por
ese motivo se mostraron los acoplamientos entre los H-3 y el resto de los hidrégenos

pertenecientes a estas unidades ya que presentan una resolucién mucho mejor.

En la Tabla 2.38 se comparan las sefiales de las unidades X2R y X2R’ con sus pares

acetiladas X2Y3Ac y X2Y’3Ac.

Tabla 2.38. Desplazamientos quimicos (en ppm) de las unidades de xilosa de cadena sustituida
en posicion C-2 X2R y X2R’ y acetiladas en posiciéon O-3 X2R3Ac y X2R’3Ac.

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5eq/H-5 ax
—52,4)-3-0-Ac-B-D-Xilp-(1—> (X2Y3Ac) 101,5 74,1 745 765 63,5
4,71 3,71 5,06 3,95 4,13;3,49
—2,4)-B-b-Xilp-(1—> (X2R) 102,2 77,2 73,2 76,4 63,5
4,61 3,41 3,59 3,78 4,11;3,37
—52,4)-3-0-Ac-B-D-Xilp-(1— (X2Y’3Ac) 101,5 741 745 765 63,5
4,75 3,71 5,09 3,95 4,13;3,49
—2,4)-B-b-Xilp-(1—> (X2R’) 101,6 76,5 72,0 77,2 63,5

4,66 3,52 3,65 3,78 4,11;3,37

En primer lugar se puede apreciar que la presencia de un grupo acetilo en la posicidon
3 produce cambios en los desplazamientos quimicos de manera diferenciada. En cuanto a los
carbonos, los C-4 y C-5 muestran muy poca variacion entre estas unidades. En cambio, los C-
1, C-2 y C-3 presentan variaciones mds importantes, fundamentalmente para el
desplazamiento quimico de los C-2 que presentan un corrimiento de 2,4 ppm y 3,1 ppm hacia
campos mas altos entre X2R’-X2Y’3Ac y X2R-X2Y3Ac respectivamente. Respecto a
corrimientos en los hidrégenos, las mayores diferencias se observan en los desplazamientos
guimicos de los H-3 que presentan corrimientos de practicamente 1,5 ppm hacia campos mas
bajos. Para ambos pares de unidades se observa asimismo un aumento de aproximadamente

0,1 ppm en el desplazamiento quimico de los H-1.
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2.2.4.15 Asignacion de seiiales de RMN de unidades de acido a-b-glucurénico y de acido 4-

O-metil-a-p-glucurdénico enlazadas en posicidn 2 e influenciadas por grupos acetilo

En los espectros NOESY de distintos productos que conservan los grupos acetilo y de
la fraccion GB se encuentran evidencias espectroscépicas de los sustituyentes y que se

encuentran enlazados a las unidades X2Y3Ac y X2Y’3Ac.

Para identificar los sustituyentes Y fue especialmente importante la utilizacién de los
espectros NOESY de los productos acetilados y desacetilados. En la Figura 2.71 se muestra a
modo de ejemplo una ampliacion del espectro NOESY del producto hidrolizado GBH en la zona
de desplazamientos quimicos entre 5,00 y 5,15 ppm donde se observan dos senales a
5,27/5,06 ppm y 5,38-5,40/5,09 ppm, las cuales ademas no aparecen en los espectros de los
productos desacetilados. Como se verd a continuacion, se dedujo que estas sefiales surgian
de la correlacién entre los H-3 de las xilosas acetiladas y los H-1 de los residuos de acido a-b-

glucurdnico y acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico.

Los valores de desplazamientos quimicos asignados a los H-1 de los acidos urdnicos
unidos a xilosas acetiladas presentan valores practicamente idénticos al de los residuos de
acido a-bD-glucurdnico y acido 4-0O-metil-a-D-glucurdnico enlazados a la posiciéon C-2 de
unidades de xilosas no acetiladas, tanto para los residuos terminales como para los que
poseen unidos arabinopiranosas en posicion 2 (AG/AG4M y AG2Ap/AG4M2Ap). Sin embargo,
la presencia del grupo acetilo en la posicidon O-3 de las unidades de xilosa provoca corrimientos
en los desplazamientos quimicos de las sefiales de algunos carbonos e hidrégenos de los
acidos urdnicos que estdn unidos en la posicidén 2 de la pentosa. De esta manera, es posible
diferenciar las sefiales de aquellas unidades de acido glucurénico y 4-O-metilglucurdnico
unidos a 3-O-Ac-B-D-Xilp. Estas unidades, estructuralmente similares a las descriptas

“n

anteriormente, se diferencian con la letra “a”, y fueron nombradas como

AG2Apa/AGAM2Apa y AGa/AG4AMa.

La coincidencia en el desplazamiento quimico de las unidades de acidos urénicos
enlazadas en posicién 2 e influenciadas por grupos acetilo se encuentra en concordancia con
lo descripto en la Figura 2.40, en la cual se podia apreciar en los espectros HSQC de la fraccién

GB y de los distintos productos desacetilados que el desplazamiento quimico de los C-1/H-1

-170 -



Capitulo 2: Composicién y estructura de los polisacaridos de la goma brea

de las senales originadas en estas unidades no variaba a pesar de las modificaciones quimicas

realizadas.

ppm
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Figura 2.71. Ampliacion del espectro NOESY del producto GBH donde se muestran las
senales de correlacion entre los H-3 de las unidades X2Y3Ac y X2Y’3Ac y los
sustituyentes enlazados a las mismas.

En la Figura 2.72 a) se presenta el espectro TOCSY de la fraccion GB en la regién de
desplazamientos quimicos entre 5,40 y 5,25 ppm, mientras que la imagen b) corresponde al
espectro TOCSY del producto desacetilado GBD en la misma zona de desplazamientos
qguimicos. En el espectro superior se pueden observar dos sefiales anchas, con
desplazamientos quimicos de 3,68-3,69/5,38-5,40 ppm y 3,80/5,27 ppm que desaparecen en
el espectro del producto desacetilado. En esta ampliacién del espectro de GBD no se observa
gue desaparezcan otras senales, lo que implica que aquellas originadas por las unidades
AG2Apa/AGAM2Apa y AGa/AG4Ma se superponen con las originadas por los residuos de
acidos urdnicos unidos a unidades de xilosa no acetiladas. La comparacién de otras zonas de
los espectros TOCSY de la fraccion GB y del producto GBD permitid corroborar la existencia
de las senales superpuestas, lo que requirid un analisis muy detallado de numerosas
ampliaciones.
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Figura 2.72. Ampliaciones de los espectros TOCSY de a) GB y b) GBD. Las sefiales marcadas
en rojo desaparecen luego de la desacetilacién de la fraccidon GB.
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En la Figura 2.73 se muestran ampliaciones de los espectros HSQC de la fraccién GB y
del producto desacetilado GBD, donde se marcan todas las sefiales originadas en las
correlaciones de los C2-5 y los H2-5 de las unidades AG2Apa/AG4M2Apa y AGa/AG4Ma.
Comparando ambos espectros se puede apreciar que algunas sefales de estos residuos
desaparecen en el espectro del producto desacetilado, mientras que otras sefiales también se
mantienen. Algunas de estas sefales en los espectros mostrados se encuentran parcialmente
superpuestas y su existencia pudo ser corroborada con la utilizacién de espectros de otros

productos.

En la Tabla 2.39 se presentan las asignaciones completas de las unidades de los acidos
uronicos unidos a la posicion C-2 de las unidades de xilosas que se encuentra a su vez
acetiladas en posicién 0-3. Se muestra la asignacion tanto de las unidades de acido a-D-
glucurdnico y el acido 4-O-metil-a-D-glucurénico terminales como de las unidades que

presentan un residuo de arabinosa pirandsica en su posicién C-2.

Tabla 2.39. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales originadas en las unidades de
acido a-bD-glucurdnico y acido 4-0O-metil-a-b-glucurdnico terminales y sustituidas
en posicion C-2 influenciadas por grupos acetilo (AGa/AG4Ma vy

AG2Apa/AG4M2Apa).
Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5 4-O-Me
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
a-D-GlcpA-(1—>  (AGa) 985 72,7 734 72,8 728
527 352 380 348 4,39
4-0-Me-a-D-GlcpA-(1—> (AG4Ma) 98,5 72,7 730 832 728  61,0%
527 3,52 380 3,16 4,39 3,44%*
—2)-0-D-GlcpA-(1—> (AG2Apa) 974 80,6 73,3 72,7 72,7
540 3,69 390 3,52 441
—»2)-a-D-MeGlcpA-(1— (AGAM2Apa) 97,4 806 733 831 728 61,0

5,38 3,68 3,88 3,25 4,36 3,44
* Las sefiales se pudieron diferenciar de las informadas en las Tablas 2.21 y 2.22 por la presencia de un pico
adicional en el espectro HSQC de GB.
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Figura 2.73. Ampliaciones de los espectros HSQC de a) GB y b) GBD. Las sefales marcadas

enrojo se corresponden con los C2-5/H2-5 de las unidades influenciadas por
grupos acetilo AG2Apa/AG4AM2Apa y AGa/AG4Ma.
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2.2.4.16 Asignacion de seiales de RMN de las unidades de xilosa y arabinosa pirandsicas

terminales influenciadas por grupos acetilo

En la Figura 2.74 a) se muestran marcadas en la zona anomérica del espectro HSQC de
la fraccion GB dos sefiales a 104,7/4,56 y 105,9/4,49 ppm cuyos desplazamientos quimicos
son muy similares a los originados por los residuos terminales Xt y Ap (con 6 de 104,7/4,61
ppmy 105,6/4,57 ppm respectivamente), pero claramente se encuentran corridas levemente
en protdn hacia campos mas altos. Se puede observar en el espectro correspondiente al
producto desacetilado GBD (Figura 2.74 b)) que estas sefiales desaparecen completamente,
indicando la relacién entre las mismas y la presencia de grupos acetilo en los polisacaridos de

la goma brea.

Adicionalmente, en la Figura 2.75 se muestran ampliaciones de espectros TOCSY los
productos a) GBH y b) GBHD en la regién de los desplazamientos quimicos correspondiente a
los H-1 de estas unidades (se muestran los espectros de los productos hidrolizados en
condiciones suaves para disminuir la superposicion de senales al eliminar residuos
furandsicos). En el espectro superior de la Figura 2.75 se puede apreciar un conjunto de
senales de correlacion entre el H-1 con 6 de 4,56 ppm y el resto de los hidrogenos de la misma
unidad. Puede observarse en la mencionada figura que en el espectro del producto
desacetilado este conjunto de sefiales desaparecen. Los desplazamientos quimicos de estas
sefiales son idénticos a los correspondientes a las sefiales de los hidrégenos de la unidad Xt,
los cuales correlacionan con el protén anomérico de 6 = 4,61 ppm. Segun estas caracteristicas,
se designaron estas unidades como Xta, es decir, unidades de xilosas terminales influenciadas

por grupos acetilos.
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Figura 2.74. Ampliaciones de la zona anomérica de espectros HSQC de a) GB y b) GBD. Las
sefales marcadas en rojo son originadas por unidades terminales de

xilopiranosa y arabinopiranosa influenciadas por grupos acetilo
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Figura 2.75. Ampliaciones de los espectros TOCSY a) GBH y b) GBHD. Las sefiales marcadas
en rojo se corresponden a las sefales de correlacidn entre los H-1 de las
unidades Xta y Apa y el resto de los hidrégenos que desaparecen en el
espectro desacetilado.
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Ademads, existe otro conjunto de senales de correlacidon con un protén anomérico con
desplazamiento quimico de 4,49 ppm que fueron asignadas a unidades de arabinosas
pirandsicas terminales que estan influenciadas por los grupos acetilos (Apa). Las senales de
estos protones son idénticas a las asignadas a la unidad Ap, cuyo protén H-1 aparece a d =
4,57 ppm. Nuevamente en el espectro del producto desacetilado GBHD se puede observar
gue este conjunto de senales de correlacidon desaparece. Como fue analizado anteriormente
en la seccion 2.2.4.3 para la unidad Ap, la presencia de sélo tres sefales de correlaciéon en el
TOCSY de GB se debe a la superposicién de las sefiales originadas en los pares H-3 y H-5ax, H-

4y H-5eq que presentan desplazamientos quimicos muy similares.

Estas unidades de xilopiranosa y arabinopiranosa terminales afectadas por grupos
acetilo denominadas Xta y Apa no poseen, segun el andlisis de los espectros HSQC y TOCSY,
posiciones en las cuales tengan unidos grupos acetilos. De manera que, teniendo esta certeza
y sabiendo que las sefiales de las mencionadas unidades desaparecen en los productos
desacetilados, se concluye que la influencia de los grupos acetilos es originada por las

unidades cercanas que los poseen.

Con el empleo de los espectros TOCSY mostrados y comparando los espectros HSQC de
la fraccion GB y el producto desacetilado GBD se asignaron completamente las sefiales de
unidades Xta y Apa. En la Tabla 2.40 se muestran los resultados obtenidos en comparacion

con la asignacién realizada previamente de las sefiales de las unidades Xty Ap.

Tabla 2.40. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales originadas en los residuos de 3-D-
xilopiranosa y a-L-arabinopiranosa influenciados por grupos acetilo (Xta y Apa).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C3 C4 C-5
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 eq/H-5 ax
B-D-Xilp-(1—  (Xta) 104,7 74,6 76,2 70,0 66,0
4,56 3,28 3,43 3,60 3,94; 3,27
B-D-Xilp-(1—>  (Xt) 104,7 746 7622 70,0 66
4,61 3,28 3,43 3,60 3,94; 3,27
a-L-Arap-(1—  (Apa) 105,9 71,9 72,0 69,1 67,4
4,49 3,58 3,65 3,92 3,90; 3,64
a-L-Arap-(1—>  (Ap) 105,6 71,9 72,0 69,1 67,4
4,57 3,58 3,65 3,92 3,90; 3,64
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Es importante destacar que si se comparan los desplazamientos quimicos obtenidos
para las unidades Xta y Apa respecto de las correspondientes no influenciadas por grupos
acetilo Xt y Ap, se aprecia que la Unica diferencia entre las mismas radica en el valor de
desplazamiento quimico de sus H-1 y/o C-1. Es decir que la presencia de grupos acetilo en las
cercanias de estas unidades terminales afecta Unicamente el desplazamiento quimico de los

carbonos e hidrégenos anomeéricos.

Para poder explicar en detalle la influencia de los grupos acetilo sobre las unidades
terminales descriptas se debe tener en consideracién su ubicacién en la estructura de los

polisacdridos de la goma brea.

En primera instancia se debe considerar que las evidencias encontradas en este trabajo
de Tesis indican que los grupos acetilo estan unidos fundamentalmente en la posiciéon O-3 de
residuos de xilosa que conforman la cadena central de los polisacaridos de goma brea.
Ademas, fue determinado que las mencionadas unidades de xilosa presentaban sustituyentes

en la posicion C-2 (seccion 2.2.4.14).

En la seccion 2.2.4.5 se mostré que las unidades terminales de arabinopiranosa se
encuentran exclusivamente enlazadas a la posicion 2 de residuos de acido a-p-glucurdnico y
acido 4-O-metil-a-pD-glucurdnico, conformando un disacarido que esta unido a las unidades de

xilosa de la cadena central. Estas xilosas pueden tener o no un grupo acetilo en su posicién 3.

En el espectro NOESY de la fraccion GB de la Figura 2.76 se pueden apreciar las
correlaciones descriptas en la seccion 2.2.4.5 entre los H-1 de los acidos urdnicos vy las
unidades terminales de arabinopiranosa (AG2Ap y AG4M2Ap). Pero ademas se observan
correlaciones entre los H-1 de los acidos urdnicos y el H-1 de la unidad Apa, que presenta un
valor de 6 de 4,49 ppm y que forman las unidades AG2Apa y AGAM2Apa. Estas sefales de
correlacién por NOE confirman que la unidad terminal Apa se encuentra enlazada a los
residuos de dacidos urdnicos AG2Apa y AG4M2Apa, los cuales a su vez se encuentran
adyacentes a un grupo acetilo. Este hecho indica que probablemente por la conformacién
adoptada de esta cadena lateral, la posicidn anomérica de la unidad Apa se encuentra cercana
a dicho grupo acetilo, lo cual genera un pequefio corrimiento en su desplazamiento quimico.
En las Figuras 2.82 y 2.83 se muestran esquemas de estos fragmentos estructurales en

conjunto con los descriptos anteriormente de los polisacaridos desacetilados. Cabe destacar

-179 -



Capitulo 2: Composicién y estructura de los polisacaridos de la goma brea

gue no se encontrd ningun tipo de evidencia que indique la existencia de acidos urdnicos

acetilados ni arabinopiranosas acetiladas.

ppm
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Figura 2.76. Ampliacion del espectro NOESY de la fracciéon GB donde se muestran sefiales
de correlacién entre las unidades Xta y Apa y otros residuos.

Por otro lado, como se indicé en la seccién 2.2.4.10, también se determind que las
unidades terminales de xilosa Xt se encontraban unidas a la posiciéon C-2 de los residuos de
xilosa de cadena X2R (ver Figura 2.82), no encontrandose evidencia sobre su unién a otras

unidades.

En la ampliacién del espectro NOESY de la fraccion GB que se presenta en la Figura 2.76
se aprecia una sefial de correlacidn entre un protén con 6= 4,56 ppm originada por el H-1 de
la unidad Xta y el H-3 del residuo de xilosa X2Y’3Ac, lo cual indica que estos hidrogenos se

encuentran muy cercanos.

Existe la posibilidad de que estos residuos terminales de xilosa influenciados por un
grupo acetilo se encuentren enlazados en la posicién C-2 a una unidad de xilosa de cadena

acetilada en posicién C-3. No obstante, como se analizé para los residuos de acidos urdnicos
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descriptos en las secciones anteriores, se esperaria que algunos de los C2-5/H2-5 de la unidad
Xta presenten sefiales en los espectros de RMN con corrimientos en el § respecto de la unidad
analoga Xt. Debido a que el efecto sobre esta unidad es el mismo que lo analizado para el
residuo de arabinopiranosa Apa, es decir, que el Gnico efecto que se observa es el corrimiento
a campos mas altos de Unicamente las sefiales originadas en los C-1/H-1, se considera que los
residuos Xta se encuentran enlazados en la posicidon C-2 de una unidad de —2,4)-B-D-Xilp-(1—
gue presenta a su vez una unidad vecina con un grupo acetilo en la posicién C-3, como se
puede apreciar en el esquema de la Figura 2.82. De esta manera las unidades Xta se
encontrarian a la misma distancia de enlaces de un grupo acetilo en comparacién con las

unidades Apa.

En ese sentido, no puede descartarse que las unidades Xta podrian estar enlazadas a un
residuo analogo a la xilosa disustituida en posiciones 2 y 4 por unidades terminales de xilosa
pirandsica X24XtXt descripta anteriormente (ver secciéon 2.2.4.9), pero que a su vez se
encuentre acetilado en la posicion 0-3. Sin embargo, no se encontré ninguna evidencia

espectroscopica que confirme esta posibilidad.
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2.2.4.17 Asignacion de senales de RMN de unidades de acido 4-O-metil-a-D-glucurénico

terminal enlazadas en posicién C-3 a unidades —3,4)-2-0-Ac-B-b-Xilp-(1—>

Ademads de las sefiales anoméricas originadas por las unidades Xta y Apa en el espectro
HSQC de la fraccion GB, se puede apreciar otra sefal, con desplazamiento quimico de
101,3/5,09 ppm, que también estd asociada a la presencia de grupos acetilo en los

polisacaridos de la goma brea.

En la Figura 2.77 se muestran ampliaciones de los espectros HSQC de la fraccién a) GB y
de los productos b) GBD, c) GBR y d) GBRD. En el espectro correspondiente a GBD se puede
apreciar cémo esta sefial con 6 de 101,3/5,09 ppm desparece luego del proceso de

desacetilacion.

: o7 - . o7

98 =

T I

100 ( : > 100

[Ra=m :101 | 1 101

TTTTTT :102 ------ [0z

| 103 —s L 103

................. —— S L 104 S 104
5.50 545 5.40 535 530 525 520 5.15 510 5.05 ppm 5.50 545 5.40 535 5.30 525 5.20 5.15 5.10 5.05 ppm
or . = ~ 97
: ] ' 98
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100 - > 100
101 101
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103 . 103

................................ 104 — S | 108
5.50 5.45 5.40 5.35 5.30 525 520 5.15 510 5.05 ppm 5.50 5.45 540 5.35 5.30 525 5.20 515 510 5.05 ppm

Figura 2.77. Ampliaciones de la zona anomérica de los espectros HSQC de a) GB, b) GBD, c)
GBRy d) GBRD.

Por otro lado, en el espectro del producto reducido GBR se observa que esta sefal se

desplaza hacia campos mas bajos en protédn y mas altos en carbono y presenta un &

-182 -



Capitulo 2: Composicién y estructura de los polisacaridos de la goma brea

practicamente idéntico al de la unidad de acido 4-O-metil-a-D- glucurdnico enlazada en
posicién C-3 (X3AG4M).Nuevamente se aprecia que en el espectro del producto reducido y

desacetilado GBRD esta sefial desaparece.

Adicionalmente, si se observa la sefial con 6 de 100,0 y 5,24 ppm perteneciente al C-
1/H-1 de la unidad X3AG4M entre los espectros de GB y GBD se puede apreciar que en el
espectro del producto desacetilado dicha senal es mucho mas intensa. Esto indicaria que la
unidad influenciada por un grupo acetilo y que genera la sefial con 6 de 101,3/5,09 ppm luego
del proceso de desacetilacién presenta el mismo desplazamiento quimico que la unidad
X3AG4M, razoén por la cual se incrementa la intensidad de la sefial anomérica originada en

esta unidad.

Con el empleo del espectro TOCSY de la fraccion GB se pudieron identificar las sefales
generadas por los protones pertenecientes a este residuo. En la Figura 2.78 se presenta una
ampliacion de dicho espectro en la zona de desplazamiento quimico del H-1 de esta unidad
donde se marcan todas las sefiales de correlacidn con los hidrégenos de la misma. Se puede
apreciar un importante numero de sefales de correlacién y una superposicién parcial de las
mismas originadas en las unidades AfB y X2Y3Ac/X2Y’ que presentan valores de & de su H-1
de 5,08, 5,06 y 5,09 ppm respectivamente. Sin embargo, esta superposicion no fue un
inconveniente debido a que estas sefales de correlacion ya estaban bien identificadas. Como
se puede apreciar en este espectro, esta unidad presenta un protén con desplazamiento
qguimico bajo de 3,13 ppm, muy similar al encontrado para el residuo de acido 4-O-metil-a-D-

glucurdnico influenciado por un grupo acetilo AG4Ma.

Una vez identificados los desplazamientos quimicos de los protones de esta unidad se
utilizaron los espectros HSQC de GB y el producto desacetilado GBD para poder asignar los
carbonos correspondientes. En la Figura 2.79 se muestra una ampliacién del espectro HSQC
de la fraccién GB donde se sefalan todas las sefiales originadas de los C2-5/H2-5 de esta
unidad. Con toda esta informacion y teniendo en cuenta lo analizado en las figuras anteriores
se identificé esta unidad como un residuo de Aacido 4-O-metil-a-D-glucurénico que
posiblemente esté enlazado en la posicién C-3 de una unidad de —3,4)-B-D-Xilp-(1— que a su
vez se encuentra acetilada en posicién O-2 (unidad X3AG4Ma, ver Figura 2.83). En la Tabla
2.41 se presenta la asignacién completa de esta unidad en comparaciéon con el residuo no

influenciado por un grupo acetilo X3AG4M.

-183 -



Capitulo 2: Composicién y estructura de los polisacaridos de la goma brea
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Figura 2.78. Ampliacién del espectro TOCSY del producto GB.
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Figura 2.79. Ampliacion del espectro HSQC de la fraccidn GB. Las sefales marcadas en rojo
se corresponden con los C2-5/H2-5 de la unidad X3AG4Ma.
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Asimismo, en la Figura 2.80 se muestra una ampliacién del espectro NOESY de la fraccidon
GB donde se marca una sefal de correlacidon entre el H-4 de esta unidad y los hidrégenos del

metilo enlazado en posicién 0-4.

ppm
}3.05
- - “3.10
—— T " 345
;3.20
325

0-CH3 / H-4 X3AG4Ma ~3.30

~3.35
l —3.40

L 3.45

f)
/

~3.50

~3.55

T T T T T T T —3.60
3.18 317 3.16 3.15 3.14 3.13 3.12 3.1 ppm

Figura 2.80. Ampliacién del espectro NOESY de la fraccién GB donde se puede observar una
sefial de correlacidn entre el H-4 de la unidad X3AG4Ma y los hidrégenos del
metilo enlazado en posicién 0-4.

Tabla 2.41. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefales correspondientes a la unidad de
acido 4-0-metil-a-D-glucurdnico enlazado en posicion C-3 a residuos de —3,4)-2-

O-Ac-B-D-Xilp-(1—> (X3AG4Ma).

Residuo Desplazamiento quimico (ppm)
C-1 C-2 C-3 C4 C-5 4-0-Me
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
4-0-Me-a-D-GlcpA-(1— (X3AG4Ma) 101,3 72,7 72,3 83,1 72,3 61,0
509 3,53 3,67 3,13 3,95 3,44
4-0-Me-a-D-GlcpA-(1— (X3AG4M) 100,0 72,7 73,0 83,2 73,1 60,8
5,24 3,55 3,72 3,19 4,20 3,45
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Se puede ver en la tabla anterior que el desplazamiento quimico de las sefales
originadas de los C1-5/H1-5 presentan corrimientos de forma diferencial. En particular, las
mayores diferencias se encuentran en el 6 de los C-1/H-1y el H-5, que llamativamente se corre

0,25 ppm hacia campos mas altos.

En la seccidn 2.2.4.8 se asignaron las sefiales correspondientes a los residuos de glucosa
de los espectros de los productos reducidos obtenidos a partir de la fraccion GB. Como se
detallé alli, los desplazamientos quimicos encontrados para los C-1/H-1 del acido a-p-
glucurdnico y del acido 4-O-metil-a-D-glucurdnico en los distintos entornos no se ve afectado
al reducir los mismos a sus andlogos de a-b-glucosa y 4-O-metil-a-b-glucosa respectivamente.
No obstante, como se puede apreciar en la Figura 2.77, el 6 del C-1/H-1 de las unidades de
acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico enlazadas en posicién C-3 a un residuo de xilosa de la cadena
central que presenta ademas un grupo acetilo en la posicion O-2 es una excepcidén ya que
cambia cuando estas unidades son reducidas a 4-O-metil-a-D-glucosa. No se pudo encontrar
una explicacién de esta particularidad, aunque posiblemente se deba a la conformacién
adoptada en este caso donde el acido 4-0O-metil-a-D-glucurdnico se encuentra en posicién C-
3 y el grupo acetilo en posicion 0-2, de forma inversa a los fragmentos anteriormente

descriptos.

Por otro lado, como se mostré en la seccion 2.2.4.14, en el espectro HSQC de GB se
observa una seial con & de 74,6/4,66 ppm compatible con el de una unidad de —4)-B-p-Xilp-
(1> y acetilada en posicion 0-2. Sin embargo, no se pudo encontrar ninguna sefial de
correlacién en espectros TOCSY y NOESY entre algunos de los protones de la unidad X3AG4Ma

con un hidrégeno con desplazamiento quimico de 4,66 ppm.

En linea con lo antedicho, en el espectro HSQC de GB se puede observar una seiial
anomérica con & 102,1/4,55 ppm que posee un valor de desplazamiento quimico compatible
con el de un residuo de—4)-B-b-Xilp-(1—. Esta sefial estd presente ademds en los espectros
de los productos reducidos y/o hidrolizados pero desaparece luego del proceso de
desacetilacion. En los espectros TOCSY de la fraccién GB y del producto GBH se pudieron
identificar dos sefiales de correlacion entre este hidrégeno anomérico y dos protones con &
de 4,05y 3,74 ppm. Sin embargo, en ninguno de los espectros TOCSY ni COSY tanto de GB
como de las fracciones que conservan los grupos acetilo se pudieron encontrar sefiales de

correlacién adicionales. Es posible que estas sefiales presenten una intensidad baja y no
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puedan identificarse debido a la gran cantidad de sefiales presentes en esa zona del espectro.
En particular, no se pudo encontrar ninguna sefial de correlacion entre el H-1 con & de 4,55
ppm con un protdn con & de 4,66 ppm, posiblemente por la diferencia pequeia en el valor de

desplazamiento quimico de estos hidrégenos.

Por lo tanto, existe la posibilidad de que la sefial anomérica con 6 102,1/4,55 ppm se
corresponda con la de una unidad del tipo —3,4)-2-0-Ac-B-D-Xilp-(1— (unidad X3AG4M2Ac)
donde el par C-2/H-2 de esta unidad origine la sefial con desplazamiento quimico de 74,6/4,66
ppm y que a su vez, la unidad X3AG4Ma se encuentre enlazada en la posiciédn C-3 de este
residuo. Sin embargo, no se pudieron encontrar mayores evidencias espectroscdpicas que

confirmen esta hipétesis.

2.2.4.18 Asignacion de seiales de RMN correspondientes a grupos acetilo

Para finalizar la asignacion de las sefiales de los espectros de RMN de la goma brea resta
asociar las sefiales originadas por los metilos y carbonilos de los grupos acetilo con el entorno
guimico en el que se encuentran. Para ello se utilizaron los espectros NOESY tanto de la
fraccion GB como de los productos que conservan estos grupos en conjunto con los
antecedentes bibliograficos antes mencionados®®°’. En la Figura 2.81 se muestra una
ampliacion del espectro NOESY de GB donde se marcan sefiales de correlacidon entre los
hidrégenos metilicos de los grupos acetilo con desplazamientos quimicos de 2,20, 2,18 y 2,10
ppm y distintos protones de las unidades influenciadas por estos grupos que se describieron

en las secciones anteriores.
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Figura 2.81. Ampliacidn del espectro NOESY de la fraccion GB donde se identifican sefales
de correlacién entre los hidréogenos de los metilos de los grupos acetilos y
distintos protones.

Como se puede apreciar en el espectro anterior, los grupos acetilo cuyos hidrégenos
metilicos poseen un & de 2,20 y 2,18 ppm presentan sefiales de correlacién con distintos
fragmentos estructurales que indican que estos grupos se encuentran enlazados en posicién
O-3 de residuos de xilosa de la cadena central que a su vez se encuentran sustituidos en
posicién C-2 por unidades terminales de dacido a-D-glucurénico o acido 4-O-metil-a-D-
glucurdnico o bien disacdridos del tipo Arap—2)-(4-O-Me)-GlcpA-(1— (unidades X2Y3Ac y
X2Y’3Ac). En cambio, los hidrégenos del grupo metilo que presentan un desplazamiento

guimico de 2,10 ppm dan lugar a una sefial de correlacién con el H-1 de la unidad X3AG4Ma

sugiriendo que los mismos pertenecen a un grupo acetilo unido en posicién O-2 de una unidad
de xilosa sustituida en posicién C-3 por un acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico. Estos resultados,
resumidos en la Tabla 2.42 (desplazamientos quimicos ya presentados en la Tabla 2.35),
coinciden con los desplazamientos quimicos reportados en la bibliografia mencionada

anteriorme n.te56,57,106,107,116,132
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Tabla 2.42. Desplazamientos quimicos (ppm) de sefiales generadas en los grupos acetilo.

Desplazamiento quimico (ppm)

CHs C=0 Ubicacién
C H
21,5 2,10 173,9 Posicion O-2 —3,4)-B-p-Xilp-(1—
21,9 2,18 174,4 Posicién 0-3 —2,4)-B-D-Xilp-(1—>
21,9 2,20 174,4 Posicién 0-3 —2,4)-B-D-Xilp-(1—>

En cuanto a los desplazamientos quimicos de las sefiales originadas en los carbonos de
los carbonilos, se puede observar que los carbonos correspondientes a grupos acetilo
enlazados en posicion C-3 presentan un mismo corrimiento hacia campos mas bajos, al igual

que informaron Uhliarikova et al.>’

Cabe destacar que las sefiales originadas en los hidrogenos metilicos de los grupos
acetilo tienden a colapsar en los espectros de los productos modificados a partir de la goma

brea, especialmente luego del proceso de reduccion.

2.3 Conclusiones

2.3.1 Resumen de seiales de RMN

En las Figuras 2.82 y 2.83 se muestran todos los fragmentos estructurales descriptos en
el presente capitulo. A su vez, en las Tablas 2.43 y 2.44 se compilaron todas las asignaciones
realizadas correspondientes a las sefiales originadas en dichos fragmentos estructurales.
Finalmente, en las Figuras 2.84 a 2.87 se muestran ampliaciones del espectro HSQC de la
fraccion GB donde se marcaron todas las sefiales de las unidades que constituyen los

polisacaridos de la goma brea.

Claramente, la abundancia de los fragmentos identificados no es la misma para todos.
Se debe considerar que aun pudiendo haber identificado diversas senales originadas en
distintos entornos quimicos con ayuda de los productos modificados, puede ocurrir que

algunos de ellos se encuentren en muy bajas proporciones.
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Fragmentos Estructurales de los polisacaridos de la goma brea
Unidades de xilosa de cadena no sustituidas
R
¥ Xa %
—4)-B-D-Xilp-(1—> —»4)-B-p-Xilp-(1— 4]—E—D—Kgp-{1—}
T
0-Ac
Unidades de xilosa sustituidas en C-2
X2R Afp Afa3R X2R
—4)-B-o-Xilp-[1— B-L-Araf-(1—=3)-a-L-Araf —4})-B-o-Xilp-(1—
2 1 2
T 2 T
B-o-Xilp —4)-B-o-Xilp-(1—  o-L-Araf-(1—3)-a-L-Araf
Xt X2R Afa Afa3R
X2R X2R Xta
—4)-p-p-Xilp-(1— —4)-B-o-Xilp-{1— B-p-Xilp R
2 2 ) 1
T 2 2
a-D-GlecpA 4-OMe-a-D-GlcpA —4)-B-p-Xilp-(1—> 4)-B-p-Xilp-{1—>
AG AG4M 3
T
O-Ac
Ap AG2Ap Ap AGAM2Ap
o-L-Arap-(1—2)-a-0-GlcpA a-L-Arap-(1—2)-4-OMe-a-D-GlcpA
.’ 1
2 2
—4)-B-p-Xilp-(1— —4)-g-o-Xilp-(1—
X2R’ X2R’

Figura 2.82. Fragmentos estructurales encontrados en los polisacaridos de la goma brea.
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Fragmentos Estructurales de los polisacaridos de la goma brea

Unidades de xilosa sustituidas en 0-3 Unidades de xilosa sustituidas en 0-2 v 0-4
X2R
X3AGAM —4)-B-o-Xilp{1=>
—4HB-o-Xilp-(1> Xt T X24XtXt
£ B-o-Xil p—{l—}el]l-B—D-KE!p
4-OMe-o-D-Glcph 0
X3AGAM B-o-Xilp
Xt

Unidades de xilosa sustituidas en 0-2 y 0-3

O-Ac O-Ac O-Ac
X2¥3Ac ‘é X2Y3Ac ‘31: X3AGAM2ACc %
—4)-B-0-Xilp-{1— —4)-B-p-Xilp-{1— —>d}—B—D—)(i3|’p—{1—>
2 2
T ) T
a-D-Gleph 4-OMe-o-0-GlcpA 4-OMe-a-0-Gleph
AGa AG4Ma X3AG4AMa
0-Ac 0-Ac
X2Y'3Ac ‘31: X2Y'3Ac ‘51;
—4)-B-o-Xilp-({1— —4)-B-o-Xilg-(1—
2 2
T\
o-L-Arap-(1—2)-a-0-GlcpA a-L-Arap-{1—2)-4-0Me-o-D-GlcpA
Apa AG2Apa Apa AG4M2Apa

Figura 2.83. Fragmentos estructurales encontrados en los polisacaridos de la goma brea.
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Tabla 2.43. Desplazamientos quimicos asignados de todos los fragmentos estructurales
descriptos en los espectros de RMN de GB (Parte |)

Residuo Desplazamiento Quimico (ppm)
C-1 c-2 C3 C-4 C-5 4-0O-Me
H-1 H-2 H-3 H-4  H-5eq, H-5 ax
X —4)-B-p-Xilp-(1—> 102,6 73,6 74,5 77,1 63,5
4,46 3,26 3,55 3,77 4,11; 3,36
Xa —4)-B-p-Xilp-(1— 103,6 73,6 74,5 77,5 63,5
4,41 3,18 3,52 3,74 4,08; 3,41
X2R —2,4)-B-p-Xilp-(1— 102,2 77,2 73,2 76,4 63,5
461 341 3,59 3,78 4,11; 3,37
X2R’ —2,4)-B-p-Xilp-(1— 101,6 76,5 72,0 77,2 63,5
4,66 3,52 3,65 3,78 4,11; 3,37
X3AG4M —3,4)-B-p-Xilp-(1— 102,6 72,3 80,8 76,3 63,5
4,46 3,36 3,65 3,96 4,09; 3,36
X24XtXt —2,4)-B-p-Xilp-(1— 101,5 81,4 74,2 77,6 63,6
4,62 3,49 3,77 3,78 4,15; 3,48
X2Y3Ac —2,4)-3-0-Ac-B-p-Xilp-(1— 101,5 74,1 74,5 76,5 63,5
4,71 3,71 5,06 3,95 4,13; 3,49
X2Y’'3Ac —2,4)-3-0-Ac-B-p-Xilp-(1— 101,5 74,1 74,5 76,5 63,5
4,75 3,71 5,09 3,95 4,13; 3,49
Xt B-b-Xilp-(1—> 104,7 74,6 76,2 70,0 66,0
4,61 3,28 3,43 3,60 3,94; 3,27
Xta B-b-Xilp-(1—> 104,7 74,6 76,2 70,0 66
4,56 3,28 3,43 3,60 3,94; 3,27
AfB B-L-Araf-(1— 102,6 77,0 75,0 82,8 63,8
508 4,13 4,01 3,88 3,69; 3,78
Afa a-L-Araf-(1— 109,3 81,8 77,5 85,3 62,1
525 4,13 3,92 4,11 3,71; 3,79
Afa3R —3)-a-L-Araf-(1— 1095 80,4 854 84,0 62,1
529 4,40 3,91 4,23 3,71; 3,79
Ap o-L-Arap-(1— 1056 71,9 72,0 69,1 67,4
4,57 3,58 3,65 3,92 3,90; 3,64
Apa o-L-Arap-(1— 1059 71,9 72,0 69,1 67,4
4,49 3,58 3,65 3,92 3,90; 3,64
AG a-D-GlcpA-(1—> 98,5 72,7 73,4 72,8 72,8
529 3,54 3,72 3,45 4,34
AG4AM 4-0-Me-0-D-GlcpA-(1— 98,5 72,7 73,0 83,2 72,8 60,8
528 3,55 3,73 3,19 4,32 3,45
AGa a-D-GlcpA-(1—> 98,5 72,7 73,2 72,8 72,7
527 3,52 3,80 3,48 4,39
AG4Ma 4-0-Me-0-D-GlcpA-(1— 98,5 72,7 73,2 83,1 72,7 61,0
527 3,52 3,80 3,16 4,39 3,44
AG2Ap —2)-0-D-GlcpA-(1—> 97,4 794 72,7 72,7 72,7
540 3,73 3,92 3,51 4,36
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Tabla 2.44. Desplazamientos quimicos asignados de todos los fragmentos estructurales
descriptos en los espectros de RMN de GB (Parte Il)

Residuo Desplazamiento Quimico (ppm)
Cc1 C-2 C3 Cc-4 C-5 4-0-Me
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
AG2Apa —2)-a-D-GlcpA-(1—> 97,4 80,6 73,3 72,7 72,7
5,40 3,69 3,90 3,52 4,41
AG4AM2Ap —2)-4-0-Me-a-D-GlcpA-(1—> 97,4 79,4 72,3 83,1 72,8 60,8
5,38 3,75 3,95 3,26 4,32 3,45
AG4M2Apa —2)-4-O-Me-a-D-GlcpA-(1—> 97,4 80,6 73,3 83,1 72,7 61,0
5,38 3,68 3,88 3,25 4,36 3,44
X3AG4AM 4-0-Me-0-D-GlcpA-(1— 100,0 72,7 73,0 83,2 73,1 60,8
5,24 3,55 3,72 3,19 4,20 3,45
X3AG4Ma 4-0-Me-a-D-GlcpA-(1—> 101,3 72,7 72,3 83,1 72,3 61,0
5,09 3,53 3,67 3,13 3,95 3,44
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ppm
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Figura 2.84. Ampliacidn de la zona anomérica del espectro HSQC de la fraccién GB.
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ppm
40Me AG4M, AGAM2Ap,
C-5/H-5eq-ax Afa y Afa3R ( &  X3AG4M, AG4Ma | 61
AG4M2Apa i
C-5/H-5eq X, X24XtXt, X2R, X2R’, X3AG4M C-5/H-5ax X, X24XtXt, X2R, X2R/, X3AG4M [ 62
C-5/H-5eq-ax AfB i
/A T i
(' ) 64
C-5/H-5eq X2Y3Ac, X2Y'3Ac C-5/H-5eq Xt, Xta  C-5/H-5eq X2Y3Ac, X2Y’3Ac”  (c.5/H-5ax Xt, Xta ' 65
(&» e @) -66
- 67
C-5/H-5eq Ap, Apa =» (—- C-5/H-5ax Ap, Apa I
- 68
*1q. F
C-4/H-4 Xt, Xta 1:C-3/H-3 X2R [
C-4/H-4 Ap, Apa => A *2: C- 3§H -3 AGa y AG4Ma| 69
0 . 3:C-3/H-3X3AG4Ma |
© O —70
C-5/H-5 AG, AG4M, AG2Ap, AGAM2Ap & i
AGa, AG4Ma, AG2Apa, AGAM2Apa C-3/H-3 Ap, Apa, X2R _,C 5/ H-2 Ap, Apa - 71
; C-3/H-3 AG, AG4M, X3AG4M\ _C-2/H-2 X3AGAM ;
C- 5/H 5 X3AG4M V4 o C4/H-4 AG, AGa :—72
j L
- C5/H-5 X3AG4Ma 7 ~~C-4/H-4 AG2Ap, AG2Apa [~ T3
C-3/H-3 AG2Ap, AGAM2Ap A\ o 4= C-2/H-2X|
C-3/H-3 AG2Ap, AGAM2Ap / \ A%VI X3AG4M, AGa, AG4Ma, X3AG4Ma |- 74
C-3/H-3 X24XtXt Vad @ - «-\ i
1 L
(C-3/H-3AMB "'*- _C-2/H-2 X2Y3Ac, XZY'3Ac C3/H3X C2/H-2Xt, Xta | &
T 1 T R '
45 44 43 42 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

Figura 2.85. Ampliacion del espectro HSQC de la fraccién GB en la zona correspondiente a las sefiales originadas en los C2-5/H2-5 (Parte I).
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ppm
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Figura 2.86. Ampliacion del espectro HSQC de la fraccién GB en la zona correspondiente a las sefiales originadas en los C2-5/H2-5 (Parte Il).
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hidrogenos de los metilos de los grupos acetilo.
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2.3.2 Conclusiones estructurales

En este capitulo se presenté una caracterizacién completa de la goma brea, exudado
extraido del arbol Cercidium praecox. Adema3s, se realizé una determinacién estructural
exhaustiva de los polisacdridos constituyentes de este exudado mediante analisis quimicos y

espectroscopicos.

Los resultados mostraron que el exudado estd compuesto en un 75 % de azlcares
neutros, un 17 % de acidos urdénicos, un 9 % de proteinas y aproximadamente un 3% de grupos
acetilo. En cuanto a los azucares constituyentes de los polisacaridos, se determind que los
mismos son xilosa, arabinosa, acido glucurdnico y acido 4-O-metil-glucurénico en una

proporcion 55:24:9:12.

Se determind que los polisacaridos de este exudado son glucuronoarabinoxilanos de un
peso molecular promedio de 122 kDa compuestos por una cadena principal de unidades de
4)-B-p-Xilp-(1— altamente sustituida con unidades de B-D-xilosa, a-L-arabinofuranosa, B-L-
arabinofuranosa, acido a-b-glucurdnico, acido 4-O-metil-a-D-glucurdnico y grupos acetilo, ya

sea como unidades terminales o formando pequefias cadenas laterales.

Especificamente, se determind que por cada 100 unidades de xilosa de la cadena central,
72 de estas unidades se encuentran sustituidas en C-2 (—2,4-Xil), 11 en C-3 (—3,4-Xil) y 14 no
se encuentran sustituidas. Como sustituyentes en la posicién C-2 de las unidades de xilosa de
la cadena central se encuentran disacaridos del tipo a-L-Araf-(1—3)-a-L-Araf-(1— y B-L-Araf-
(1—>3)-a-L-Araf-(1—; disacaridos de arabinopiranosa y acido glucurénico a-L-Arap-(1—2)-a-D-
GlcpA-(1— y a-L-Arap-(1—2)-4-O-Me-a-D-GlcpA-(1—; unidades terminales de acido a-D-
glucurdnico, acido 4-O-metil-a-D-glucurénico y B-D-xilosa; o bien un trisacarido del tipo B-D-

Xilp-(1—>4)-[ B-D-Xilp-(1—>2)]-B-D-Xilp-(1->.

Adicionalmente, se pudo determinar que el Unico sustituyente enlazado en posicién C-

3 a las unidades de xilosa de la cadena central es el acido 4-O-metil-a-D-glucurdnico.

A su vez, se determiné que los grupos acetilo se encuentran enlazados mayormente en
posicidon O-3, y minoritariamente en posicion 0-2, de unidades de xilosa de la cadena central
gue presentan como sustituyentes en la posicién vecina unidades de acido a-D-glucurénico o

acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico.
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Capitulo 3: Amidacién de los polisacaridos de la goma brea

3.1. Introduccion

3.1.1 Modificaciones quimicas de polisacaridos

Desde hace décadas se reconoce que las caracteristicas y la utilidad de los polisacaridos
de origen natural pueden cambiar sustancialmente mediante modificaciones quimicas®®3. Las
alteraciones de parametros como la estructura primaria, conformacién, hidrofilicidad,
solubilidad, naturaleza polielectrolitica, y estabilidad pueden impactar profundamente en sus
propiedades bioldgicas, quimicas y fisicas. La mayoria de las alteraciones se centran en
modificar los grupos funcionales presentes, realizar degradaciones controladas y en producir
entrecruzamiento con otros polimeros. Algunos de estos procesos, como la formacion de
ésteres de celulosa (incluyendo otras modificaciones como la formacién de nitrocelulosa y
acetato de celulosa), son conocidos y se han llevado a cabo a nivel industrial durante mas de

cien afos!34,

Las técnicas sintéticas para realizar modificaciones sobre los grupos funcionales
presentes en los polisacaridos pueden clasificarse como selectivas o no selectivas. Los
métodos no selectivos introducen sustituyentes de forma predominantemente aleatoria a lo
largo de la cadena del polimero y dentro de cada unidad monosacaridica, mientras que las
técnicas selectivas se dirigen a posiciones o grupos funcionales especificos. Las ventajas de las
técnicas selectivas es que al tener un control regioquimico sobre la modificacidn quimica
realizada, el proceso es mads reproducible y los productos que se obtienen presentan una

estructura que se conoce con exactitud.

El alcance de estas reacciones de derivatizacién se parametriza determinando el grado
de sustitucién (DS por sus siglas en inglés). El DS se define como el nUmero de posiciones que
reaccionaron por monosacdrido, por lo que el valor maximo de DS depende de la estructuray
reaccion en cuestion. Por ejemplo, en la reaccion de acetilacion de celulosa, como la misma
presenta tres grupos hidroxilo por mondmero susceptibles de acetilarse, el DS maximo seria
3, en tanto que si se realiza una reaccién de oxidacidén que solo actua sobre alcohol primario,
el DS maximo es de 1. En ocasiones el grado de sustitucion suele normalizarse y expresarse

como un porcentaje.
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Cabe destacar que las propiedades reoldgicas de los polisacaridos se relacionan con
multiples factores estructurales como por ejemplo la carga del polisacdrido, la conformacién
mas estable y el peso molecular. Por ende, las modificaciones quimicas de los grupos

funcionales presentes pueden alterar dichas propiedades sustancialmente®®.

En este sentido, una de las modificaciones quimicas mas comunes para modular las
propiedades reoldgicas sobre polisacaridos acidos es la amidacién de los acidos carboxilicos,
la cual es comunmente aplicada sobre las pectinas. Las pectinas son amidadas empleando
amoniaco, aunque también se realiza esta derivatizacién introduciendo aminas alifaticas
primarias3®. Es importante destacar que dependiendo del DS alcanzado y de la amina
introducida se observan distintos cambios en las propiedades fisicas y quimicas de estos
polisacaridos'3®. En general, las modificaciones son realizadas con el fin de aumentar las

136 razén por la cual se emplean estas pectinas

propiedades gelificantes de estos polisacaridos
modificadas en la industria alimentaria principalmente como agentes gelificantes en
mermeladas bajas en azucar y jaleas, por lo que representan una alternativa a las pectinas de

bajo metoxilo!?’.

En este trabajo de Tesis se llevo a cabo la amidacion de los acidos carboxilicos presentes
en el acido a-b-glucurdnico y el acido 4-O-metil-a-p-glucurdnico de la goma brea, empleando
diversas aminas primarias con el objetivo de modular sus propiedades reolégicas. En este

capitulo se presentara la estrategia sintética utilizada y la optimizacion de la reaccion.

3.1.2. Amidacion de acidos carboxilicos

El grupo funcional amida se encuentra presente en numerosas moléculas naturales ya
sean pequefias o de gran tamafio®38. Particularmente, se encuentra en distintos biopolimeros
como las proteinas, las cuales desempefian un papel crucial en practicamente todos los
procesos bioldgicos3®. Ademds, estos grupos se encuentran en polisacaridos de fuentes
naturales como quitina, quitosano parcialmente acetilado, condroitin sulfato y acido

hialurénico, entre otros.

La formacién de amidas, andlogamente a la formacion de ésteres, es formalmente una

reaccion de condensacién entre un acido y una amina (o un alcohol en el caso de los ésteres).
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Sin embargo, existe una diferencia importante entre estas reacciones dado que las reacciones
de esterificacién se pueden realizar por reaccidén directa en medio acido entre el acido y el
alcohol correspondiente, mientras que la formacién de amidas requiere otras alternativas.
Esto se debe a que la simple mezcla de una amina con un acido carboxilico, conduce a la
reaccion acido-base de los mismos, generando el carboxilato de amonio correspondiente. Si
bien es cierto que el tratamiento térmico de estas sales podria dar lugar finalmente a la
amidacién, no suele ser un método aplicable debido a que suele conducir a bajos
rendimientos, o bien estas duras condiciones de reaccién pueden ser incompatibles con la
presencia de otros grupos funcionales'32. Por otra parte, la reaccién no es promovida en medio
basico o acido debido a la inactivacion del dcido carboxilico por desprotonacion o de la amina

por protonacion.

En sistemas bioldgicos esta limitacidn es superada mediante procesos de activacion
selectiva catalizados por enzimas. Por ejemplo, la biosintesis de proteinas, que implica una
secuencia de reacciones de acoplamiento de péptidos por formacién de enlaces amida entre
dos aminoacidos o péptidos mas cortos, se realiza por activacion de los acidos carboxilicos de

los aminoécidos, transformandolos en un intermediario mds reactivo de tipo éster!38,

En lo que respecta a los métodos quimicos para la formacién del enlace amida, se han
desarrollado distintas estrategias sintéticas para poder llevar a cabo esta reaccion, las cuales
tienen en comun un primer paso de activacion del acido carboxilico, mediante reaccién con
algun agente activante (o de acoplamiento) para luego permitir el ataque nucleofilico de la

amina o el amoniaco y formar la respectiva amida.

Dependiendo de la presencia de distintos grupos funcionales y de posibles efectos
estéricos, entre otros factores, se han utilizado distintas condiciones de reaccién y agentes
activantes para poder tener un buen control de la regioselectividad de la reaccidn, optimizar
el rendimiento, reducir la cantidad de subproductos, facilitar la purificacién del producto final,

poder realizar un proceso escalable, aprovechar reactivos mas econdmicos, etc!38,

Para formar estos derivados y realizar la reaccion posterior de formacion del grupo

amida se han desarrollado diferentes metodologias38:

a) Obtencidn de un intermediario entre el acido carboxilico y un grupo activante que

se aisla y se somete a una amindlisis.
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b) Formacién de un intermediario reactivo a partir del acido carboxilico en uno o mas
pasos con un agente activante que no se aisla, seguido de un tratamiento inmediato
con la amina.

c) Generacidn in situ del intermediario en presencia de la amina a partir del acido
carboxilico mediante la adicion de un agente activante.

Las estrategias mas tradicionales para la activacion de los acidos carboxilicos consisten

en la formacion de derivados como son los haluros de acilo, anhidridos o compuestos
derivados similares como anhidridos mixtos o ésteres!*®. Sin embargo estas estrategias

pueden ser dificiles de aplicar en moléculas con altos grados de funcionalizacién.

En el caso particular de los polisacdridos, estas técnicas no son convenientes debido a
gue son reactivos sensibles a la humedad y por lo tanto se necesitan condiciones anhidras, en
las cuales una gran cantidad de los polisacaridos a modificar son insolubles. Adema3s, algunas
de estas transformaciones pueden llegar a afectar también a los grupos hidroxilos libres
presentes en los residuos, como por ejemplo la formacidon de cloruro de acilo utilizando
cloruro de tionilo, y también esos oxhidrilos podrian reaccionar con los cloruros de acilo

formados para dar ésteres inter o intramoleculares.

En este mismo sentido, la activacion de los acidos carboxilicos mediante ésteres
tampoco representa una estrategia sintética adecuada para polisacaridos. Un caso particular
son las pectinas de alto grado de metoxilo, en las que se aprovecha la esterificacién natural
de los acidos urdnicos presentes en el polisacarido para realizar la amidacién por amindlisis

en metanol'36:139,

Por lo tanto, una estrategia comun utilizada para polisacaridos solubles en agua es
emplear otro tipo de reactivos, como las carbodiimidas**138, que son compatibles con estas

condiciones y que pueden utilizarse en un medio levemente acido.

3.1.3 Amidacion de acidos carboxilicos presentes en polisacaridos empleando carbodiimidas

solubles en agua

Las carbodiimidas (RN=C=NR) son compuestos insaturados con una estructura del tipo

aleno. Desde su primera sintesis a fines del siglo XIX, las carbodiimidas se han utilizado
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ampliamente en sintesis organica. Estas moléculas se han empleado en la sintesis de péptidos
y proteinas y en la modificacién quimica de polisacdridos, ain en sistemas acuosos*°. Una
particularidad por la cual estos reactivos se han usado ampliamente es debido a que a
diferencia de otros agentes activantes o entrecruzantes no dejan ningln residuo carbonado
en el producto resultante, razéon por la cual se los considera “zero-length crosslinkers”

(entrecruzantes de longitud cero) 4.

Para realizar la amidacion de los acidos carboxilicos de polisacaridos solubles en agua se
utiliza desde hace muchos afios el clorhidrato de la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)

carbodiimida, el cual es soluble y estable en medio acuoso (ver Figura 3.1).

Cl

4
S N=C=N__~_NH_

Figura 3.1. Estructura del clorhidrato de la EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida).

Este reactivo se ha empleado para la amidacion de diversos polisacaridos como, acido

hialurénico#243, alginato#*'4>, carboximetilcelulosa®®®, diferentes glucuronoxilanos!#’

y
mucopolisacaridos'*®. En la Figura 3.2 se muestra un esquema de la reaccién general de
amidacién de los acidos carboxilicos pertenecientes al acido a-bD-glucurénico en un
glucuronoxilano donde se obtiene el producto amidado y como subproducto una urea
sustituidal4’. Cabe destacar que la formacion los enlaces C-N en el subproducto es muy

importante ya que es la fuerza impulsora de la reaccién®32,

r‘JJ\O 0] SN 0
O- o 0
HO 0% H 07"
n EDC,R-NH, h ) /
He — HQ + 7NN - Hel
OH ~ H,0,pH5 OH H H
o} OH o OH
HO"~ O R-N"O
H

Figura 3.2. Reaccion de amidacién de los acidos carboxilicos pertenecientes al acido
glucurdnico en un glucuronoxilano.
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3.1.3.1 Mecanismo de la reaccion de amidacion mediada por EDC

La reaccion entre carbodiimidas y acidos carboxilicos ha sido estudiada extensamente
en el siglo pasado. Williams e Ibrahim!4° publicaron un trabajo de revisién en 1981 donde
recolectaron numerosos estudios sobre los aspectos cinéticos y mecanisticos de diversas
reacciones de carbodiimidas en general y de su reaccidn con acidos carboxilicos en particular,

aunque pocos de ellos en solucién acuosa.

En 1995 Nakajima e lkada'*® realizaron un estudio detallado de la reaccién de amidacién
de los acidos carboxilicos de diversos sustratos en presencia de EDC, donde establecieron
algunos detalles mecanisticos adicionales de la reaccidon. Los autores presentaron el estudio
de las condiciones éptimas de la reaccién en funcion de la estabilidad de la EDC y de los
intermediarios de la reaccién. Determinaron que la EDC es estable en solucién acuosa a un pH
mayor a4y que la reaccién se optimiza en un rango de pH entre 4,5y 5%, |o cual se encuentra

en concordancia con lo informado por otros autores!42146:150,

Lo primero que se debe considerar respecto al mecanismo de la reaccién de amidacion,

es el equilibrio 4cido-base de la EDC para dar una especie cargada positivamente (1):

IR2 H+ ’R2
//hJ::CZZZPQ —_— //hl::(:-h“ﬂ
R; pH5 R ®

A pH =5, una proporcién significativa de los acidos carboxilicos presentes en solucidn se
encuentran en su forma desprotonada (pKa = 4,0-4,5'°?), lo que permite plantear un ataque
nucleofilico de un carboxilato a la carbodiimida protonada (1) para formar un intermediario

del tipo O-acilisourea (2):
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O O HN~

g ™ & |
' C R
R P S 1
@
(1) O-acilisourea (2)
A diferencia de los acidos carboxilicos, este intermediario (2) es susceptible de sufrir un

ataque nucleofilico por parte de una amina primaria a temperatura ambiente dando lugar a

la amida (3) y a un derivado de urea como subproducto (4):

R
go HN- e o) HN 2 j\ 0
' +H* Ry, R R
Ra
O-acilisourea (2) Amida (3) (4)

Ahora bien, como describieron Nakajima e lkada'??, dependiendo del sustrato que se
esté utilizando, puede ocurrir ademas la formacién de un anhidrido (5) por reaccién entre otro

carboxilato y el intermediario (2):

fo H|\I|’Rz 0 o), |-||\I|’RZ - o o
RJ\@OJ\R = R/CI)\/Q/C\W\FR1 ~ J\ J\R
O-acilisourea (2) R _< o (5)
° R1\N)J\N’R2
H H

(4)
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A su vez, este anhidrido (5) es una especie mas reactiva que el acido carboxilico de
partida, por lo que puede ocurrir un ataque nucleofilico de la amina al anhidrido a

temperatura ambiente y la consiguiente formacidn de la amida (3):

© © of)) 0 0 o
RJ\OJ\R v Hf—R, =T R%?)LR — RJ\N’R3 "eoJ\R
\_/ NH H
(5) Rs Amida (3)

Ademads de las reacciones mostradas, pueden ocurrir reacciones secundarias. En primer
lugar, la carbodiimida protonada (1) puede inactivarse generando el derivado de tipo urea (4)

por reaccion con una molécula de agua:

H o H,
() 0
R2 H20 /O—H | _H+ 1
/N:%—NH - /NZC\ -~ R1\N,%\ R2 —_— R1\N/C\ -
Ry Ri N—R. H  H H H
(1) (4)

Sin embargo, como fue descripto por Nakajima e lkada, la carbodiimida mantiene su
nivel de actividad hasta un minimo de 300 minutos a pH mayor o igual a 4, por lo tanto este

proceso de inactivacion no es relevante en esas condiciones.

No obstante, luego de la formacién del intermediario del tipo O-acilisourea (2), esta
descripto en numerosas publicaciones40141146.152 que puede ocurrir un reordenamiento

N—O para formar una imida estable del tipo N-acilurea (6):

R>
0] N~ 0] 0]
e LR
R 6/ ~ N - R N <N N -1
H | H
R,
O-acilisourea (2) N-acilurea (6)
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Como la formacién de este subproducto es irreversible, no sdlo se ve afectada la
eficiencia de la reaccién de amidacion sino que se forma una acilurea como subproducto, la
cual puede ser dificil de separar. En el caso de los polisacdridos, no sélo los posibles sitios de
reaccion quedan permanentemente modificados sino que no es posible separar este
subproducto ya que forma parte de los mismos, razén por la cual es especialmente importante

minimizar esta reaccion secundaria.

Anteriormente se mencioné que esta estrategia sintética ha sido empleada por

numerosos autores'?1148

sobre distintos polisacaridos solubles en agua como 4&cido
hialurdnico, alginato, etc. En estos estudios, ademds de realizarse esta reaccién sobre
sustratos diferentes, se emplearon también diferentes aminas primarias y distintas
condiciones de reaccién, encontrandose variaciones especialmente en la relacion de
equivalentes de EDC respecto a los acidos carboxilicos, el pH de la solucién y los tiempos de

reaccion.

Del analisis minucioso de estas publicaciones puede concluirse que los grados de
amidacidn utilizando Unicamente EDC como agente activante resultaron bajos y ademas en
general se observaron altas proporciones del producto secundario del tipo N-acilurea. Por

ejemplo, Bulpitt y Aeschlimann?®3

informaron que al intentar amidar acido hialurénico con
distintas aminas alifaticas empleando Unicamente EDC como agente activante no pudieron
obtener el producto deseado ya que mas del 99 % del producto obtenido fue el derivado de
N-acilurea. Bystricky et al.»>* reportaron resultados muy similares al utilizar sélo EDC como

agente activante para amidar acido hialurdnico.

Quien escribe realizdé en el marco de la materia de posgrado “Modelado Molecular”
dictada en esta casa de estudios un estudio computacional preliminar para determinar si el
reordenamiento del derivado (2) resultaba mas favorable que el ataque nucleofilico por parte
de una amina primaria (metilamina) (ver Capitulo 5 Materiales y Métodos, seccién 5.11.3.).
Se pudo determinar que los AG, para ambas reacciones son < 0 lo cual implica que ambas
reacciones se encuentran termodindmicamente favorecidas, aunque el AG* es
aproximadamente 4 kcal/mol menor para la reaccién de reordenamiento N—O respecto a la

reaccion de amidacion de la O-acilisourea (2).
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Para minimizar el producto secundario debido al reordenamiento N—0 de la O-acilurea
(2) se suele introducir en la reaccion N-hidroxisuccinimida (NHS) o su andlogo la N-
hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS), que funcionan como un segundo agente activante en

conjunto con la EDC4%:145146,153,155 (yer Figura 3.3):

0 = 0
Na* O—ﬁ
N-OH 0 N—OH
9] 0

Figura 3.3. Estructura de la N-hidroxisuccinimida (izquierda) y de la N-
hidroxisulfosuccinimida (derecha).

Tanto la NHS como la Sulfo-NHS no reaccionan directamente con los acidos carboxilicos
sino que reaccionan rapidamente con el derivado de O-acilisourea (2) para formar un
succinimidil éster (7). El ataque nucleofilico de la NHS sobre 2 libera el derivado de urea (4)

impulsando la reaccién y obteniéndose de este modo el succinimidil éster (7):

0 ©) R ©
Ry Oy HN™ 2 o)
i 0 B e e
e Ry s HO—-N R Yo" "N = R 07
R w 0 '\‘ o
o) o. N_ .o O

O-acilisourea (2) R JJ\ R Succinimidil éster (7)
\\/\_f N
H H

(4)

El intermediario (7) es mas estable en solucién acuosa que el derivado (2). Grabarek y
Gergely'*° determinaron para el intermediario formado entre la proteina troponina y la NHS
un tiempo de vida media a pH 6 de 40 minutos, mientras que los mismos autores
determinaron que el derivado (2) presenta un tiempo de vida de unos pocos segundos en esas

condiciones.
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El succinimidil éster (7) formado es susceptible de ser atacado por una amina primaria

para formar la amida derivada (3):

O 0]
© ol o)
JL N . o N R
R o~ + HZN_RS -~ R o) /\' R Hx 3
W I}JH 0 o
R .
Succinimidil éster (7) 3 Amida (3)
HO—N
@)

Cabe destacar que luego de la formacion de la amida (3) se libera la NHS la cual puede
volver a reaccionar con el derivado de O-acilisourea (2) y de esta manera volver a formar el

derivado (7), por lo que en principio podria utilizarse en cantidades cataliticas.

En la bibliografia se encuentran diversas condiciones de la reaccién de amidacién que se
emplean para maximizar el rendimiento de la misma y minimizar la obtencién del producto
secundario del tipo N-acilurea. Especialmente sensibles son las condiciones de pH utilizadas
ya que como se mostré anteriormente, la formacién del derivado de O-acilisourea (2) ocurre
cuando parte de la carbodiimida se encuentra protonada, y a su vez una porcién de los acidos
carboxilicos se encuentra en su forma desprotonada como carboxilato?>!. Se ha reportado que
el pH de compromiso para optimizar estos dos procesos y que tenga lugar de manera eficiente
la formacion del derivado (2) se superponen solo ligeramente y, por lo tanto, numerosos
autores han recomendado un rango de pH de 4,5 a 4,75142146.148156_Gin embargo, para que
una vez formada la O-acilisourea se produzca la reaccién de amidacién se necesita que la
amina se encuentre desprotonada para que sea nucleofilica, la cual en el rango de pH de 4,5
a 4,75 se va a encontrar mayoritariamente como su acido conjugado. Por esta razdn, en
ausencia de NHS, otros autores han recomendado utilizar valores de pH mas altos, de 5,5 a 8

si se realiza la reaccion de amidacion en un solo pasol#6:15>157,

Estas mismas discrepancias en las condiciones dptimas de pH utilizadas se han
encontrado en la bibliografia consultada cuando se emplea NHS o Sulfo-NHS en combinacién

con la EDC para mejorar el rendimiento de la reaccién de amidacién. Debido a que las mejores
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condiciones de pH para la formacion del enlace amida difieren de las condiciones para la
formacion del succinimidil éster, en general se utiliza un valor de pH de compromiso. Sin
embargo, este valor varia segln el trabajo consultado. Se han utilizado valores de pH disimiles
que varian entre 4,5 y 8 para la reaccién de formacion del succinimidil éster (7) a partir del

derivado de O-acilisourea (2)144150:158/159,

Mas alld de las discrepancias encontradas en la bibliografia, estd estipulado que la
reaccion entre especies activadas de NHS y aminas primarias es mas eficiente a pH > 7 por
estar presente en solucidn una mayor proporcién de amina en su forma desprotonada®*®. Por
este motivo, en algunos trabajos se presenta una estrategia sintética de dos partes, en donde
en una primera instancia se prepara la especie activada con EDC y NHS a un rango de pH
levemente 4cido y luego en un segundo paso se aumenta el pH y se agrega la amina primaria

para realizar la reacciéon de amidacién44146,

En funcién de obtener un grado de amidacion alto de los acidos carboxilicos disponibles,
en bibliografia se han reportado condiciones de reaccion donde se emplearon diferentes
cantidades de carbodiimida, aun superando las estequiométricas!*®. Se ha informado la
utilizacion de 1,5 a 10 equivalentes de EDC respecto a los acidos carboxilicos 144147,153,159,160,
intentando evitar niveles de activacion mayores debido a que los mismos pueden conducir a
una mayor obtencién del producto secundario (6)'*¢. Ademds, cabe destacar que no se ha
encontrado una relacién lineal entre el nivel de activacién empleado y el grado de amidacién

obtenido, por lo que resulta claro que la reaccidn es dependiente de otros factores.

Teniendo en cuenta la rapidez de la formacién del derivado tipo N-acilurea a partir del
derivado de O-acilisourea (2), es sensato considerar la necesidad de emplear una proporcién
igual o mayor de NHS respecto de la carbodiimida EDC, de forma de disminuir la proporcién
de este producto secundario!®®. En la bibliografia consultada se encontré que generalmente
al utilizar la NHS, se la ha empleado en iguales cantidades que la EDC47158-161 g cual resulta
l6gico teniendo en cuenta la rapidez de la formacidn del derivado tipo N-acilurea a partir del

derivado de O-acilisourea (2).

En cuanto a la proporcidon de amina a utilizar, se ha encontrado también una enorme
disparidad en las cantidades de equivalentes utilizados. Existen reportes donde se han

empleado desde 0,25 equivalentes de amina por acido carboxilico hasta un exceso de 10 o 30
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veces. Al igual que para el activante EDC, tampoco se ha establecido un valor éptimo ni una

relaciéon entre la cantidad de amina empleada y el grado de sustitucion alcanzado.

En un trabajo publicado en 2013, Madison y Carnali**® presentan una optimizacion de la
reaccion de amidacién de la carboximetilcelulosa empleando EDC y NHS como agentes
activantes y distintas aminas primarias aromaticas que presentaban la caracteristica de
absorber luz en la regién UV-Visible. Por un lado, los autores determinaron que cuando
utilizaron aminas cuyo pKa presentaba un valor mayor a 7 se obtenian mejores resultados si
la reaccion se realizaba en dos pasos, un primer paso de activacion de los acidos carboxilicos

con EDCy NHS a pH 4,75, y un segundo paso de amidacién con la amina empleada a pH 7.

Por otro lado, estos autores pudieron encontrar una expresién matematica que predice
de forma aproximada el grado de sustituciéon alcanzado con distintos parametros
experimentales como el grado de disociacion de los acidos carboxilicos como carboxilatos, la
proporcion de la EDC en su forma protonada, de la amina en su estado neutro y un factor
empirico que tiene en cuenta la inestabilidad de los intermediarios que se forman en la
reaccion. Si bien los autores aclaran que la expresion hallada no puede utilizarse de forma
totalmente cuantitativa, cabe destacar que es el Unico ejemplo encontrado en la bibliografia

de una optimizacién y consiguiente parametrizacion del grado de sustitucidén de esta reaccion.

3.1.3.2 Toxicidad de la EDC y sus derivados

La carbodiimida soluble en agua EDC se ha utilizado ampliamente en aplicaciones para
generar materiales que resulten biocompatibles: en sintesis de hidrogeles inyectables en

158 o para liberacion controlada de farmacos'®3; en la preparacion de materiales

cirugia
microencapsulados para inmunosupresion local'®®; para el entrecruzamiento de coldgeno
para la reconstitucidn de tendones'®?71%4 entre otros. En todos estos casos no sélo se busca
obtener productos con ciertas caracteristicas fisico-quimicas sino que es sumamente

importante que los mismos resulten biocompatibles y que presenten una baja toxicidad.

La ventaja de utilizar esta carbodiimida para este tipo de aplicaciones radica justamente
en su baja toxicidad en comparacion con otras metodologiasi®. Al ser un agente

entrecruzante del tipo “Zero length crosslinker” no queda ningun fragmento del mismo en el

-213 -



Capitulo 3: Amidacién de los polisacaridos de la goma brea

producto final; y ademas el derivado de urea (4) que se forma presenta una muy baja

citotoxicidad162-164,

Como se menciond anteriormente, ya ha sido establecido que la goma brea es segura
para consumo humano y para su uso como aditivo en alimentos. Si bien se debe realizar una
evaluacion toxicoldgica a los productos modificados a partir de la goma brea en caso de
utilizarlos con los mismos fines, es importante destacar que con esta metodologia se pudieron

obtener distintos materiales biocompatibles de una baja o nula toxicidad para el ser humano.

3.1.4 Diseio de experimentos utilizando herramientas de quimiometria para la optimizacién

de la reaccion de amidacion

Para llevar a cabo la reaccién de amidacidn de los acidos carboxilicos presentes en la
goma brea y optimizar las condiciones de la reaccion se utilizd un enfoque quimiométrico
utilizando el disefo estadistico de experimentos, con el cual se puede obtener una gran
cantidad de informacion acerca del proceso, con una menor cantidad de experimentos que

con el enfoque tradicional.

Tradicionalmente, cuando se desea optimizar una reaccién quimica, se emplea un
método que consiste en variar solamente uno de los factores (variables) que se cree
intervienen en el proceso, dejando todo el resto de los factores constantes de forma de
encontrar el valor éptimo de dicha variable. Luego, se repite el proceso con los n factores
empleando en cada paso sucesivo los valores éptimos determinados previamente para el

resto de los factores.
Si bien esta metodologia es sencilla, presenta varias desventajas:

e Se necesita una gran cantidad de experimentos y por lo tanto de tiempo y
recursos.

e Se pierden las interacciones entre los distintos factores (interacciones cruzadas de
primer orden o de érdenes superiores).

e Al variar un solo factor a la vez se llegan a minimos/maximos locales en la

respuesta de ese factor.
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e No se obtiene una parametrizacién del proceso en funcidn de los factores que
intervienen, por lo que no se pueden realizar predicciones de como sera la

respuesta al emplear valores distintos a los optimizados.

En cambio, el disefno estadistico de experimentos es una forma mas eficaz de hacer
pruebas ya que consiste en determinar cuales se deben realizar y de qué manera para obtener
datos que, al ser analizados estadisticamente, proporcionen evidencias objetivas que
permitan responder los interrogantes planteados, y clarificar los aspectos inciertos de un

proceso, o simplemente lograr mejoras*®.

Mediante este enfoque se pueden determinar los factores de un proceso que tienen
impacto sobre una o mas caracteristicas de la respuesta, por ejemplo maximizar el
rendimiento de una reaccion y/o encontrar las condiciones éptimas donde se reduzcan o

eliminen los productos secundarios?®>,

Para determinar qué factores son importantes, en primer lugar se realiza un
experimento que se conoce como seleccion de factores. Este estudio consiste en una serie de
experimentos utilizando generalmente combinaciones de dos valores posibles (niveles) de los
factores a estudiar y midiendo una respuesta asociada, que puede ser por ejemplo un
rendimiento. Como resultado se determina qué factores son significativos y cudles no alteran

la respuesta de este proceso.

Luego, para optimizar dicho proceso se utiliza un enfoque conocido como metodologia
de la superficie de respuesta (MSR). En este estudio se realizan experimentos donde se
combinan distintos valores de los factores significativos determinados previamente y se mide
la misma respuesta, obteniéndose como resultado una ecuacidon que describe cémo los
factores la modulan, lo que permite predecir la respuesta que se va a obtener con cualquier

combinacion de los factores que se utilice.

3.1.4.1 Seleccion de Factores

Como se explicé anteriormente, la seleccion de factores es un conjunto de experimentos
gue mediante un disefio factorial permiten estudiar el efecto de varios factores sobre una o
varias variable/s de respuesta (o simplemente respuesta) cuando se tiene inicialmente el
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mismo interés sobre todos los factores'®®. Para estudiar la manera en que influye cada factor
sobre la/s variable/s de respuesta es necesario elegir al menos dos niveles de prueba para
cada uno de ellos, donde nivel de prueba se refiere a los diferentes valores que se asignan a

cada factor estudiado.

Existen distintos tipos de disefios factoriales que se diferencian fundamentalmente en
la cantidad de experimentos que se deben realizar y la informacion que se puede obtener de
los mismos. Si bien se pueden utilizar disefos con tres niveles, lo mas comun es realizar los
experimentos de seleccion de factores con solamente dos niveles, por lo que de forma general

se los identifica como disefios de 2% donde k es el nimero de factores a evaluar.

En un disefo factorial completo se realizan experimentos aleatoriamente con todas las
posibles combinaciones que pueden formarse con los niveles de los factores a investigar'®.
Por ejemplo, con k = 2, ambos con dos niveles, se forma el disefio factorial 22, que consiste en
cuatro combinaciones o puntos experimentales (2 x 2). En forma general, la familia de disefos

factoriales 2Xconsiste en 2 x k experimentos (o tratamientos).

Cabe destacar que los factores pueden influenciar la respuesta estudiada por su accion
individual o por interaccidn con otros factores. En particular, se define efecto principal a los
cambios en la media de la variable de respuesta que se deben a la acciéon individual de cada
factor. En cambio, cuando dos (o mas) factores interactian en conjunto de manera
significativa sobre la variable de respuesta se denomina efecto de interaccién (doble para dos

factores, triple para tres, etc).

Ahora bien, cuando crece el numero de factores también aumenta rapidamente el
numero de tratamientos en los disefios factoriales completos 2. En ocasiones en la practica
no es posible hacer tantos experimentos (o como se denomina en la jerga quimiométrica,
corridas experimentales). Sin embargo, como es frecuente que en las primeras etapas de una
investigacion sea de interés estudiar muchos factores, se utiliza una estrategia conocida como
disefios factoriales fraccionados que permiten reducir de manera importante el nimero de
tratamientos experimentales, pero perdiendo un minimo de informacién valiosa. La teoria de
los disenos fraccionados se basa en una jerarquizacién de los efectos: son mds importantes
los efectos principales, seguidos por las interacciones dobles, luego las triples, etc, por lo que
debido al exceso de informacién que acumulan los disefos factoriales completos, estos

disefios simplificados permiten sacrificar informacidn poco importante reduciendo el nimero
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de corridas experimentales'®®. En general, para poder describir los factores mas importantes
gue intervienen en una reaccién, con los efectos principales y los efectos dobles es suficiente.
Estos disefios se definen genéricamente como 2P, donde p es un nimero entero que
determina el tamafo del disefio fraccionado, el cual serda 1/2P. Por ejemplo, un disefio
experimental completo de dos niveles y 4 factores 2* estd compuesto de 16 corridas
experimentales, mientras que un disefio fraccionado 24 requiere solamente de la mitad, es

decir de 8 experimentos.

Para que los resultados de estos disefios sean robustos se deben cumplir algunos
requisitos. Las corridas experimentales se deben realizar en orden aleatorio para aumentar de
esta forma la probabilidad de que se cumpla el supuesto de independencia de los errores. Ya
gue es una manera de asegurar que las pequefias diferencias provocadas por materiales,
equipos y otros factores no controlados se repartan de manera homogénea en todos los

tratamientos!®.

En ocasiones es necesario realizar mas de una corrida del mismo experimento, es decir,
una repeticion. Las repeticiones permiten distinguir mejor qué parte de la variabilidad total
de los datos se debe al error aleatorio y cual a los factores que intervienen en el proceso.
Cuando no se hacen repeticiones no hay manera de estimar la variabilidad natural o el error

aleatorio, y esto dificulta la construccidn de estadisticas realistas.

3.1.4.2 Analisis de los resultados

Una vez que se lleva a cabo el disefio factorial se debe analizar qué factores son
relevantes para la respuesta estudiada y de qué forma la modulan, lo que se conoce como

evaluacion de los efectos.

Para poder evaluar qué efectos influyen de manera significativa en el proceso estudiado
se emplean métodos graficos que resultan muy utiles, ya que son confiables y sencillos de

interpretar. Los diagramas mas comunes y utilizados son:

e Diagrama de probabilidad normal (o de Daniel'®®): En este grafico se muestra la
probabilidad acumulada de cada efecto (principales, interacciones dobles, etc) en

funcién de cada efecto estandarizado y se evalla que el conjunto de los mismos
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tenga una distribucién normal. Aquellos efectos que se alejan de una linea recta
no tienen una distribucion normal y por lo tanto son efectos significativos.

e Gréfica de Pareto!®®: este diagrama es una representacion en un gréfico de barras
de los valores de t-student de cada uno de los efectos donde se muestran dos
limites visuales que se utilizan para decidir si un efecto es significativo o no. Estd
establecido que si el valor del estadistico de un efecto supera el limite establecido
por el test de hipdtesis de Bonferroni (limite de Bonferroni) es significativo,
mientras que si se encuentra entre este limite y un limite inferior dado por el valor

de t-student critico a un dado nivel de confianza es posible que lo sea.

Estos dos gréaficos se emplean en conjunto para poder tomar una decisién sobre la
importancia de un dado efecto. En algunos casos, el resultado obtenido del analisis de estos
diagramas se encuentra en una situacién limite, por lo que se debe utilizar el conocimiento
adquirido sobre el proceso en estudio y el criterio desarrollado para determinar la significancia

de un efecto.

En una segunda instancia, una vez seleccionados los efectos que modulan la respuesta
del proceso se busca construir un modelo matematico que describa el comportamiento de la
misma en funcion de los factores e interacciones significativos. Para ello se busca ajustar los
datos experimentales con distintos modelos sencillos, cominmente lineales (con y sin
interacciones multiples) o cuadrdticos, y mediante el método de andlisis de la varianza
(ANOVA por sus siglas en inglés) se determina qué modelo se ajusta mejor a esos datos. Para
cada uno de los modelos se calculan distintos pardmetros: la significancia de la regresion
(idoneidad del modelo); la “falta de ajuste” (lack of fit); y el coeficiente de determinacién
(R2%3juste). Se selecciona aquel modelo que presente los mejores parametros y por lo tanto el

ajuste mads adecuado.

Sin embargo, para que el ANOVA sea estadisticamente valido se necesitan verificar tres
supuestos que los resultados dados por los tratamientos y el modelo deben cumplir:

normalidad, homocedasticidad (varianza constante) e independencia de los residuos.

El supuesto de normalidad establece que los residuos (es decir, la diferencia entre los
valores de la variable observados y los predichos por el modelo de regresién) deben seguir

una distribucion normal. Se verifica mediante un grafico de probabilidad normal donde se
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observa si los residuos quedan alineados en una linea recta, lo que indica que este supuesto

se cumple.

El segundo supuesto, de homocedasticidad, implica que la varianza de cada uno de los
tratamientos del disefio factorial empleado es igual dentro de un margen estadistico. Esto se
verifica mediante un grafico de los residuos en funcién del valor predicho por el modelo de
ajuste, donde se debe observar que los puntos se distribuyen de una forma aleatoria y con
una amplitud similar. Si se encontrara un patrdn definido o puntos con una amplitud mucho

mayor al resto se debe repetir el experimento.

El supuesto de independencia radica en que no exista una relacion entre los
tratamientos y el orden en que los mismos se ejecutaron. Esto se puede verificar graficando
los residuos en funcién del orden de los tratamientos y se debe apreciar una distribucién
aleatoria. Si se observara alguna tendencia se deben descartar los datos experimentales ya

gue existe algun error sistematico en los datos.

Una vez seleccionado el modelo de ajuste mas idoneo, se debe analizar la existencia de
valores atipicos de la respuesta estudiada, es decir, de valores asociados a los tratamientos
realizados que presenten una respuesta significativamente distinta a la esperada, con una
diferencia mayor a dos desvios estandar entre el valor predicho por el ajuste y el experimental.
Estos valores atipicos se conocen como puntos influyentes, y su presencia se determina
mediante métodos graficos que se utilizan en conjunto. Generalmente se emplean tres

pruebas estadisticas distintas: DFFITS, DFFBETAS y la Distancia de Cook.

El primero de estos, DFFITS (Difference Between Fitted Values), es un grafico donde se
muestra la cantidad de desviaciones estandar (s) que un punto se aleja del valor predicho,
cuyo punto de corte es 2s. Los otros dos diagramas son similares, y lo que se aprecia es cuanto
cambian los coeficientes de la regresion si se elimina un dado experimento. Si el cambio es
estadisticamente pequeiio entonces se considera que el punto eliminado no se aleja de Ia

respuesta esperada y por lo tanto no es un punto influyente.

En caso de que se determine que existe alguin punto influyente se recomienda repetir
dicho tratamiento para corroborar que el valor experimental hallado no presentaba un error

significativo.
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Para poder tener una visualizacion de la ecuacién del ajuste hallada se puede construir
un grafico de tres dimensiones donde se representa la superficie de respuesta sobre la regién
experimental'®®, Cuando se tienen mas de dos factores significativos, se construyen gréficos
por pares de factores donde se puede apreciar como se comporta la respuesta dada esa

combinacion de factores.

Cabe destacar que cuando se utilizan disefios factoriales fraccionados 2P se define un
nivel de resolucion dependiendo de la combinacidén de k y p. Segun esa resolucién algunos
efectos (triples, dobles o inclusive principales) van a ser alias de otros, lo que significa que al
estimar uno de ellos al mismo tiempo se estima el otro, de manera que no se pueden
separar'®. Por lo tanto, cuando se utilizan este tipo de disefios se busca que los mismos
tengan como minimo un nivel de resolucién IV, lo que implica que los efectos principales estén
debidamente identificados pero que algunas interacciones dobles estaran alias con otras'®°.
Dependiendo de cudles sean los efectos principales significativos, este hecho puede no ser

relevante en el modelo de ajuste hallado.

3.1.4.3 Optimizacion de una reaccion con la metodologia de la superficie de respuesta

Como se menciond anteriormente, una vez hallados los factores significativos y
teniendo una idea aproximada de cdmo modulan la respuesta, para optimizar de forma mas
fina el proceso y poder describir en detalle la respuesta en estudio, se utiliza el enfoque

conocido como “metodologia de la superficie de respuesta” (MSR).

En este tipo de experimentos se deben considerar dos pardmetros que son la region
experimental y la region de operabilidad. La region experimental es el espacio delimitado por
los rangos de experimentacién utilizados con cada factor, mientras que la region de
operabilidad estd delimitada por el conjunto de puntos o condiciones donde el equipo o
proceso puede ser operado!®. En la MSR es importante tener presente esta vision de las
regiones de operabilidad y experimental, ya que en principio, el punto éptimo que interesa
encontrar podria localizarse en cualquier lugar de la regidn de operabilidad, dentro o afuera

de la region experimental inicial'®>. En procesos ya establecidos y muy estudiados, es de
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esperarse que dicho punto 6ptimo se encuentre “no muy lejos” de las condiciones de

operacion usuales, posiblemente dentro de la region experimental inicial.

Cabe destacar que en los disefios factoriales se puede encontrar el mejor tratamiento o
mejor combinacion de niveles de los factores estudiados. En cambio, con la MSR se puede
encontrar el punto éptimo, esto es, la mejor combinacién posible en toda la regiéon de

operabilidad para la respuesta buscada'®.

Para utilizar esta metodologia se debe crear un disefio experimental en base a los
factores significativos anteriormente encontrados. De forma similar a los experimentos de
seleccion de factores, se debe escoger un disefio en funcién de la cantidad de niveles de cada
factor y a los efectos que interesa investigar, en relacién con el ajuste matematico que se
quiere alcanzar. Por esta razén estos disefios se dividen segun si se tiene un modelo de primer
o de segundo orden. En general, si se tiene conocimiento sobre el proceso en estudio y la
region experimental en donde puede encontrarse el punto 6ptimo se emplean directamente
los disefios de segundo orden. Ademds, estos modelos de segundo orden pueden ser

simétricos o no simétricos.

Dentro de los disefios de tipo simétricos de segundo orden, los mas comunes son el
disefio central compuesto y el Box-Behnken'®’. Si bien estos presentan algunas diferencias, la
construccion de estos disefios es similar y se pueden emplear indistintamente cualquiera de
los dos, siempre que el nUmero de factores (k) sea mayor o igual a 3. En este trabajo de Tesis
se utilizé un disefio de tipo Box-Behnken ya que el mismo requiere una cantidad de

experimentos menor que un disefio central compuesto.

En la Figura 3.4 se puede observar un esquema de este disefio para k= 3y 3 niveles para
cada factor, donde se disponen los tratamientos dispuestos en un espacio tridimensional
contenido en un cubo. Los valores de los niveles se suelen expresar en forma codificada como
-1, 0 y 1. El punto central (de color azul) es aquel que presenta los valores (0; O; 0) y
generalmente se realiza por triplicado para poder calcular el parametro falta de ajuste, lo que
le da mas robustez a los resultados. La formula general para la cantidad de puntos

experimentales que requiere este disefio es N = 2k (k-1) + Co, donde Co es el punto central.
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Figura 3.4. Esquema de un disefio Box-Behnken expresado en términos de factores
codificados. Disefio para 3 factores con 3 niveles.

Una vez que se construye el disefio a utilizar y se realizan los experimentos, se deben
ajustar los resultados con un modelo empleando como herramienta estadistica el ANOVA y
buscando un ajuste tal que el R%,4; sea mayor a 0,7. Con el modelo de ajuste se pueden realizar
predicciones sobre el comportamiento de la respuesta en puntos no medidos y se puede

evaluar la calidad del mismo.

3.2 Resultados obtenidos

3.2.1 Estudios preliminares

3.2.1.1. Seleccion del protocolo experimental

Uno de los objetivos de este trabajo de Tesis era conseguir amidar los grupos carboxilo
presentes en la goma brea para modular sus propiedades reoldgicas. Sin embargo, como se
menciond en la parte introductoria de este capitulo, en la bibliografia consultada no se
encontré un consenso sobre las condiciones experimentales dptimas para realizar la

amidacidn en solucién acuosa de los acidos carboxilicos presentes en un polisacarido.

Por esta razoén, en primera instancia, se realizé un estudio de la reaccion con el objetivo

de maximizar el rendimiento y disminuir la presencia de productos secundarios. Con algunos
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experimentos con fines exploratorios, se buscé verificar que la reaccidn tuviera lugar vy al
mismo tiempo obtener informacidn para determinar los posibles factores que intervienen en

la reaccion y de esta forma decidir qué estrategia sintética resultaba mas conveniente.

Para llevar a cabo estas reacciones se emplearon distintas condiciones experimentales
teniendo en cuenta lo analizado en la bibliografia consultada, utilizando cantidades variables
EDC, NHS y empleado n-propilamina como amina primaria. Ademas de variar los equivalentes
empleados de los reactivos, se probaron 3 protocolos distintos para determinar qué estrategia
sintética permitia obtener los mejores resultados, los cuales se pueden observar en la Tabla

3.1. Los procedimientos experimentales detallados se encuentran en el Capitulo 5.

En la mayoria de los casos (protocolo 2), la reacciéon se condujo a pH =5y a temperatura
ambiente, formando intermediarios mas reactivos in situ en presencia de la amina. En algunos
casos, la reaccidn se realizd en dos pasos, primero formando el intermediario mas reactivo a
pH =5y luego agregando la amina, pudiendo llevar la reaccién a otro valor de pH (protocolo

3).

Tabla 3.1. Protocolos experimentales empleados en los estudios preliminares de la reacciéon
de amidacién de los acidos carboxilicos presentes en GB con propilamina y el
sistema EDC-NHS.

Protocolo Orden agregado reactivos pH Temperatura Tiempo
1 1) GB+EDC 5 25 °C (amb.) 2h
2) NHS + propilamina 5 25 °C (amb.) 2h
) 1) GB + propilamina 5 25 °C (amb.) 15 min
2) EDC+ NHS 5 25 °C (amb.) 16 h
3 1) GB+EDC+ NHS 5 10 °C 15 min
2) Propilamina 5-11,5 25 °C (amb) 16 h

En la Tabla 3.2 se muestran los diferentes experimentos realizados indicando la cantidad
de equivalentes de los reactivos utilizados y el protocolo empleado. También se indico si se
observo la formacién de la amida y/o de la N-acilurea sobre los acidos urdénicos. Cada reaccién
se identifico utilizando la letra “A” para indicar que se realizé una reaccidon de amidacién y una
abreviatura para indicar que la fuente de amina empleada (Pr = propilamina). La ultima
reaccion consignada en la tabla fue realizada en ausencia de amina para obtener mayor
informacién sobre algunos productos secundarios (ASA = en ausencia de amina)
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Los resultados de estos experimentos preliminares se analizaron mediante espectros de
RMN-H de forma cualitativa, para lo cual se identificaron las sefiales que se originan por la
propilamina una vez incorporada al polisacarido y a su vez las sefiales que se relacionan con

la formacién de productos secundarios que modifican a los polisacaridos de GB.

En la Figura 3.5 se muestra el espectro de RMN de *H de GB donde se puede apreciar
tal como se describié en el Capitulo 2 que en la zona de desplazamientos quimicos por debajo
de 3 ppm sélo se observan 3 sefiales significativas con 6 de 2,20, 2,18 y 2,10 ppm que se

corresponden con los hidrégenos metilicos de los grupos acetilo
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Figura 3.5. Espectro de RMN de 'H (500 MHz) de GB en D,0 a temperatura ambiente.
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Tabla 3.2. Condiciones experimentales empleadas para el estudio preliminar de la reaccion de amidacién de los acidos carboxilicos presentes
en GB empleando EDC, NHS y propilamina.

Experimento EDC NHS Propilamina [GB] Protocolo Formacion de la amida* Formacion de la N-acilurea*
(Eq.) (Eq.) (Eq.) % (m/m)
GB-APr-1 1 1 1 0,2% 1 No Si (+++4)
GB-APr-2 1 1 10 0,2% 1 No Si (+++)
GB-APr-3 1 1 100 0,2% 1 No Si (+++)
GB-APr-4 1 1 10 0,2% 2 ST (++) Si (+)
GB-APr-5 1 1 100 0,2 % 2 Si (++) Si (+)
GB-APr-6 1 10 1 0,2% 2 No No
GB-APr-7 1 10 10 0,2% 2 Si (+) No
GB-APr-8 1 10 100 0,2 % 2 Si (+) No
GB-APr-9 1 2 10 0,2 % 2 Si (++) Si (+)
GB-APr-10 1 10 0,2 % 2 Si (++) Si (+)
GB-APr-11 1 5 10 0,2 % 2 Si (++) Si (+)
GB-APr-12 1 20 10 0,2 % 2 Si (+) No
GB-APr-13 1 10 100 0,2% 3 (Paso2apH?7) Si (++) No
GB-APr-14 1 10 100 0,2% 3 (Paso2apHY9) Si (+) No
GB-APr-15 1 10 100 0,2 % 3(Paso2apH11,5) Si(+) No
GB-APr-16 1 1 100 0,2% 3 (Paso2apH?7) Si (++) Si (+)
GB-APr-17 10 10 100 0,2 % 2 Si (+++) Si (+)
GB-APr-18 10 10 100 0,2 % 3, (Paso 2 apH7) Si (+++) Si (+)
GB-APr-19 10 2 1 0,1% 3, (Paso 2 apH6) No No
GB-ASA 10 10 0 0,2% 2 No Si (++4)

* Formacion de la amida o de la N-acilurea sobre los 4cidos urdnicos presentes en GB.
Nota. Un signo (+) corresponde a una proporcion molar de 0-5 %, (++) corresponde a 5-10 % y (+++) estd asociado a un valor > 10 %.
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En la Figura 3.6 se muestra el espectro de RMN de 'H obtenido para el producto GB-APr-
1, donde se observan, ademas de las sefiales correspondientes a los grupos acetilo, un
conjunto de senales adicionales con 6 de 2,86, 1,90 1,21 y 1,06 ppm. Los desplazamientos
guimicos de estas sefiales coinciden con lo informado en bibliografia para hidrégenos
pertenecientes al derivado de N-acilurea'#142.145154 | 5 asignacidon completa de estas sefiales

se puede observar en la Tabla 3.3 y la identificacién de dichos hidrogenos se muestra en la

Figura 3.7.
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Figura 3.6. Espectro de RMN de *H (500 MHz) del producto GB-APr-1 en D,0 a temperatura

ambiente. * = impurezas.
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Figura 3.7. Asignacion de los hidrégenos del derivado de N-acilurea.
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Tabla 3.3. Asignacion de las sefales originadas en los acidos carboxilicos modificados con el
derivado de N-acilurea.

Desplazamiento quimico (ppm) Integracién Asignacién
>3 2 H-b’
>3 2 H-f’
2,86 6 H-a’
1,90 2 H-d’
1,21 2 H-¢’
1,06 3 H-e’

2 Los hidrégenos H-b’ y H-f' presentan desplazamientos quimicos mayores a 3 ppm por lo que no pudieron ser

identificadas®*2.

La sefial con & de 2,86 ppm se corresponde con los 6 hidrégenos de los grupos metilo de
la amina terciaria (H-a’) (ver Figura 3.6 y Tabla 3.3) y dada su buena resolucion con respecto
a otras sefiales ha sido utilizada en distintos trabajos como sefal diagndstico de este producto

secundario no deseado41,142,145,154

Como se muestra en la Tabla 3.3, las senales originadas en los hidrégenos b’ y f’
presentan desplazamientos quimicos mayores a 3,0 ppm por lo que se superponen con
sefiales del resto del polisacarido y no pudieron identificarse en el espectro de RMN de H
mostrado#?14> (ver Figura 3.6). Las sefiales restantes, con desplazamientos quimicos de 1,06,
1,21y 1,90 ppm se corresponden con los hidrégenos H-e’, H-c’ y H-d’ respectivamente. Cabe
destacar que estas sefiales son anchas y presentan una resolucién pobre, la cual es una

caracteristica habitual de encontrar en los espectros de los polisacaridos.

Por otro lado, en el espectro anterior se aprecian dos sefales con desplazamientos
qguimicos de 1,29 y 2,69 ppm que fueron marcadas con un asterisco (*). Dichas sefiales se
corresponden a impurezas que se encontraron en los productos finales que provienen del
agua destilada y que lamentablemente no se han podido eliminar. En particular, la impureza
gue origina un doblete con 6 de 1,29 ppm se ha encontrado en la mayor parte de los espectros
de RMN de H realizados de los productos amidados y se sospecha que esta impureza que se
encuentra en el agua queda presente en el material de vidrio lavado y/o se adiciona a la goma
brea amidada en el paso de purificacion por didlisis contra agua destilada. En cambio, la sefial
con desplazamiento de 2,69 ppm se encontrd esporadicamente, siempre con baja intensidad

y se asoci6 a otra impureza.
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Sobre una muestra de agua destilada que se concentrd por liofilizacidon y posteriormente
se le realizé6 un RMN de H reconstituyendo la muestra en D,O (ver Figura 3.8), se pudo
establecer que en conjunto con el doblete mostrado a 1,29 ppm se encuentra un multiplete
con desplazamiento quimico de 4,07 ppm. Ambas sefiales presentan el mismoJ (6,9 Hz) y en
el espectro TOCSY realizado sobre un producto de la reaccion de amidacién (no mostrado), se
puede apreciar una sefial de correlacién entre dichos hidrégenos. Toda esta informacién
espectroscépica indica que es altamente probable que esta impureza sea acido lactico, ya que
los espectros obtenidos coinciden totalmente con los originados por este compuesto?®®,

Lamentablemente, los numerosos intentos realizados para eliminar esta impureza no fueron

exitosos.
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Figura 3.8. Espectro de RMN de *H realizado a agua destilada liofilizada y reconstituida en
D,0 utilizada para enjugar material de laboratorio.

Retomando el analisis de la Figura 3.7, los resultados obtenidos indican que con las
condiciones experimentales empleadas para la reaccién GB-APr-1 no se encontré evidencia

en las sefiales obtenidas de la formacidn de un enlace amida con propilamina. Ademas, se
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obtuvieron espectros de RMN de 'H similares para los productos GB-APr-2 y GB-APr-3,

indicando que el protocolo 1 (ver Tabla 3.1) no resultaba eficiente.

En las Figuras 3.9y 3.11 se muestra el espectro de RMN de *H obtenido para el producto
GB-APr-5 que fue realizado en las mismas condiciones experimentales que la reaccidn GB-APr-
3 pero con el protocolo 2 (donde en primer lugar se prepara una solucién con el polisacarido
y la amina y luego se agrega conjuntamente la EDC y la NHS). Asimismo, en la Figura 3.10 se

muestra la identificacion de los hidrégenos de la N-propilamida.
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Figura 3.9. Espectro de RMN de 'H del producto GB-APr-5 en D,0 a temperatura ambiente.
* = impurezas.
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Figura 3.10. Asignacion de los hidrégenos de la amida formada.
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Figura 3.11. Ampliacion del espectro de RMN de *H del producto GB-APr-5. * = impurezas.

En estos espectros se pueden apreciar dos sefiales diagnodsticas con desplazamientos
guimicos de 0,88 y 1,52 ppm que no se encontraban en los productos obtenidos con el
protocolo 1 y que se corresponden a los hidrégenos H-a y H-b del producto amidado (ver
Figura 3.11). Ademds, se observa que si bien se obtuvieron sefiales originadas en el derivado
de N-acilurea, las mismas son menos intensas que las mostradas anteriormente. Este
resultado indica que mediante el protocolo 2 se pudieron amidar parcialmente los acidos
carboxilicos presentes en la GB, pero que también sobre algunas de estas unidades se formé

el derivado de N-acilurea.

Al comparar el espectro de RMN de 'H del producto GB-APr-4 realizado en las mismas
condiciones que el producto GB-APr-5 pero con 10 equivalentes de propilamina, se
observaron resultados similares aunque cualitativamente se detectd un grado de amidacion

levemente menor que al utilizar 100 equivalentes de propilamina.

Si bien las reacciones llevadas a cabo se purificaron por didlisis, se buscé verificar que

las sefiales encontradas en los espectros de RMN de *H se correspondieran efectivamente a
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hidrégenos de la propilamida y no un exceso de propilamina sin reaccionar. Por esa razén, se

realizé un espectro de RMN de H a una muestra de GB a la que se agrego propilamina (ver

Figura 3.12). En este espectro se aprecia que las sefiales originadas en la propilamina son mas

finas y presentan una mayor resolucidn respecto a los espectros de los productos obtenidos,

ademas de que dichas sefales poseen desplazamientos quimicos levemente distintos. Estas

evidencias espectroscépicas confirman que las sefiales observadas en los espectros de RMN

de 'H de los productos obtenidos pertenecen a hidrégenos de la propilamina incorporada en

la goma brea.
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Figura 3.12. Espectro de RMN de H realizado a la GB a la cual se agregd propilamina. * =

impurezas.

Para observar el efecto de utilizar mayores cantidades de NHS se realizaron 3 reacciones

empleando 10 equivalentes de la misma, un equivalente de EDC y cantidades crecientes de

propilamina (GB-APr-6, GB-APr-7 y GB-APr-8). Los resultados se pueden apreciar en la Figura

3.13, donde se superpusieron los espectros de RMN de 'H en la zona de desplazamientos

guimicos entre 0,7 a 3 ppm.
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Figura 3.13. Espectros de RMN de *H obtenidos para los productos GB-APr-6, GB-APr-7 y
GB-APr- 8. * = impurezas.

En la Figura 3.13 se puede apreciar en primer lugar que no se observan sefiales
compatibles con la presencia de la formacién de la N-acilurea sobre los acidos urdnicos. Este
resultado indica que probablemente al aumentar la cantidad de equivalentes de NHS se forma
mas rapidamente el succinimidil éster (7) que el derivado de tipo N-acilurea (6) por

reordenamiento del intermediario (2).

Sin embargo, se puede observar en el espectro del producto del experimento GB-APr-6
practicamente la ausencia de sefiales que indiquen la formacién de la amida buscada (3),
mientras que para los productos GB-APr-7 y GB-APr-8 si se obtuvieron sefiales que indican que
la reaccién fue exitosa, obteniéndose los mejores resultados al emplear un exceso de amina
respecto de NHS (GB-APr-8). No obstante, se aprecia de forma cualitativa que el grado de
amidacién alcanzado fue menor que para el producto GB-APr-5. Es decir que al aumentar la
cantidad de equivalentes de NHS respecto de EDC se pudo evitar la formacién de productos

secundarios pero a expensas del grado de amidacién conseguido.

Para poder obtener mayor informacion sobre la influencia de la NHS sobre el grado de
amidacién, se realizaron los experimentos GB-APr-9 a GB-APr-12, mostrandose en la Figura
3.14 los espectros de RMN de H conseguidos en cada caso. Para llevar a cabo estas reacciones

se utilizd el protocolo 2 variando los equivalentes de NHS de 2 a 20 empleando 1 equivalente
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de EDC y 10 de propilamina. Se puede apreciar al comparar los espectros de RMN que al
aumentar la cantidad de equivalentes de NHS se disminuye la proporcién de N-acilurea unida

a los 4cidos urdnicos, pero al mismo tiempo se obtiene un grado de amidacién menor.

(@) CHs acetilo * GB-APr-9
JL He H2 GB-APr-10
GB ﬁ /\Hb/ GB-APr-12
H-a H-b H-a

T : . T . T . T T T T T T T T T T T
25 2.0 15 10 [ppm]

Figura 3.14. Espectros de RMN de 'H de los productos GB-APr-9 a GB-APr-12. * = impurezas.

Porotro lado, se llevaron a cabo algunas reacciones empleado un esquema en dos pasos
(protocolo 3) como fue publicado por Madison y Carnali'#¢. En primer lugar se agregaron a una
solucion de GB la EDCy la NHS y se mantuvo a pH =5y 10°C por 15 minutos. Luego se adiciond
la propilamina y se ajusté el pH alcanzando valores de 7, 9 u 11,5 segun el experimento (GB-
APr-13, GB-APr-14 y GB-APr-15 respectivamente). En los tres casos la reaccion fue llevada a
cabo con la misma relaciéon de reactivos que para el producto GB-APr-8. Los resultados

obtenidos se pueden observar en la Figura 3.15.
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)]\ He Ha _ GB-APr-14
N A~ CHs acetilo GB-APr-15

H-b * H-a

A , b . Ju,_\ nm "

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 2.0 15 10 [ppm]

Figura 3.15. Espectros de RMN de 'H de los productos GB-APr-13, GB-APr-14 y GB-APr-15.
* = impurezas.

De los espectros de RMN de 'H obtenidos para los productos conseguidos de los
experimentos GB-APr-13 a GB-APr-15 se puede observar que con el protocolo empleado
(protocolo 3) se pudo obtener la amida buscada en una proporcidn cualitativamente similar a
la obtenida con el protocolo 2 (GB-APr-8). Al comparar los resultados a distintos valores de
pH, se puede ver cualitativamente que para las tres condiciones estudiadas se obtuvieron
grados de amidacién similares. Asimismo en los tres casos no se encontraron sefiales
compatibles con la presencia de productos secundarios del tipo N-acilurea. Cabe destacar que
para el producto GB-APr-15, en el cual no se ajusté el pH luego del agregado de la propilamina,

se observé una pérdida de grupos acetilo debido a la alcalinidad de la solucidn resultante.

En funcidn de los resultados obtenidos, se realizaron algunos experimentos adicionales
empleando la misma proporcidn de reactivos utilizando los protocolos 2 y 3 con el objetivo de

compararlos y seleccionar el mejor.

Para ello se realizé la reaccién GB-APr-16 con las mismas condiciones experimentales
gue GB-APr5 pero-utilizando el protocolo 3. Ademas, se obtuvieron los productos GB-APr-17
y GB-APr-18 empleando 10 equivalentes de EDC, 10 equivalentes de NHS y 100 equivalentes

de propilamina con los protocolos 2 y 3 respectivamente.

-234 -



Capitulo 3: Amidacién de los polisacaridos de la goma brea

En la Figura 3.16 se muestran los resultados obtenidos para los productos GB-APr-17 y
GB-APr-18, donde se puede apreciar que se obtuvo un mayor grado de amidacidn para el
producto realizado con el protocolo 2. Cabe sefialar que el patréon de sefiales de RMN

originadas en los metilos de los grupos acetilo cambia al aumentar el grado de amidacién.

GB-APr-17
GB-APr-18

CHs acetilo
H-b H-a

I PAN I I

" M
o l
- . : T T " T T i T T T ; T Y T T
25 2.0 15 10 ppm]

Figura 3.16. Espectros de RMN de 'H de los productos GB-APr-17 y GB-APr-18. * =
impurezas.

Finalizando el andlisis de los experimentos detallados en la Tabla 3.2, el experimento
GB-APr-19 presenta modificaciones respecto a lo descripto hasta aqui. Para llevar a cabo este
experimento se utilizaron las condiciones de reaccién descriptas por Jakobi et al.}** en un
trabajo publicado en 2018 donde reportaron la amidacidon de alginato de sodio. Las
condiciones de reaccién utilizadas fueron 10 equivalentes de EDC, 2 equivalentes de NHS y 1
equivalente de amina. En nuestro caso, utilizando las mismas condiciones experimentales, se

obtuvo un grado de amidacidn practicamente nulo, por lo que las mismas fueron descartadas.

En funcién de los resultados obtenidos en los estudios preliminares realizados (ver Tabla
3.2) se obtuvieron algunas conclusiones parciales. Cuando se compararon los espectros de los
productos GB-APr-5 y GB-APr-16 (mismas condiciones experimentales, protocolo 2 y 3
respectivamente) se encontraron resultados similares a los mostrados para los productos GB-

APr-17 y GB-APr-18. Por lo tanto, debido a que se obtuvieron mejores resultados y el
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procedimiento experimental es mas sencillo (ya que la temperatura y el pH se mantienen
constantes en toda la reaccidn), se eligio el protocolo 2 para realizar la reaccién de amidacion
de los acidos carboxilicos presentes en GB. Ademas, se constaté que los 3 reactivos utilizados
(EDC, NHS y propilamina) son factores significativos ya que al variar la cantidad empleada de
cada uno se obtuvieron resultados significativamente distintos, por lo que se concluye que
modulan las respuestas en estudio (grado de amidacidon y obtencion de productos
secundarios). A partir de los resultados preliminares obtenidos, se decidié ampliar el estudio
para determinar las condiciones 6ptimas de reaccién con el objetivo de maximizar el

rendimiento del producto amidado y minimizar la generacion de los productos secundarios.

Por otro lado, cabe mencionar que en el espectro del producto obtenido del
experimento GB-APr-17 (ver Figura 3.16) aparecié una senal adicional de baja intensidad con
un desplazamiento de aproximadamente 2,45 ppm que también se detectd en el espectro de
GB-APr-18. Esta sefial se encontrd en espectros de los productos surgidos de las reacciones
que utilizaron altas cantidades de equivalentes de EDC y de NHS. Curiosamente, en la
bibliografia consultada referida a la amidacion de polisacaridos con acidos carboxilicos
utilizando EDC y NHS, no se pudo encontrar ninguna referencia a la aparicidén de este tipo de

sefiales.

Para estudiar la naturaleza de estas nuevas impurezas se realizd un experimento con
altas proporciones de EDC y NHS, pero sin la presencia de aminas (ver Tabla 3.2, GB-ASA).En
la Figura 3.17 se muestra el espectro de RMN de 'H obtenido del producto del experimento
GB-ASA, donde nuevamente se pueden observar sefiales de estas impureza a 2,5 ppm

aproximadamente.
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Figura 3.17. Espectro de RMN de *H del producto GB-ASA.

En el espectro de la Figura 3.17 se observan en realidad dos sefiales diferenciadas
alrededor de 2,5 ppm. En un espectro HSQC-DEPT realizado posteriormente a esta misma
muestra (ver Figura 3.18) estas sefiales se encuentran asociadas a un desplazamiento en
carbono de 36,2 ppm y con fase negativa, lo que indica que se trata de un metileno. Ademas,
en el mismo espectro HSQC se observa una sefial similar a 36,9/3,44 ppm también con fase
negativa indicando nuevamente que se corresponden con carbonos e hidrégenos metilénicos.
En conjunto con estas observaciones, en el espectro TOCSY de este mismo producto se
observd que existen sefales de correlacién entre los pares de hidréogenos metilénicos

descriptos. A su vez, no se pudieron encontrar otras sefiales de correlacién que involucren a
estos protones.

Por lo tanto, las evidencias espectroscépicas indicarian que estas sefiales son
compatibles con una estructura del tipo X-CH;-CH;-Y, donde los desplazamientos quimicos de

carbono e hidrégeno de estas sefales sugieren que los fragmentos X e Y se podrian

corresponder con grupos carbonilo o amina. Teniendo en cuenta que estos subproductos se
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encontraron en condiciones donde se utilizaron mayores cantidades de NHS es factible

considerar que este tipo de estructuras se derivan de este grupo activante.

ppm
_________ 1
1
A~ e
————————— i
i ! CH: Prod- Secundario 2 L1
1
:_________! V
38
- a0
N-(CHs), H-a’ 42
.
O
eo_Jt 44
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35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24  ppm

Figura 3.18. Ampliacién del espectro HSQC del producto GB-ASA.

En una busqueda profunda en bibliografia se pudo encontrar evidencia de la formacién
de subproductos derivados de la NHS¥2%%-171 en |3 sintesis de péptidos empleando

152,169-171 " se reportd que a

carbodiimidas como agentes activantes. En estas publicaciones
partir de una serie de reacciones entre una carbodiimida y la NHS se obtuvieron productos
indeseados, los cuales eran derivados del aminodacido B-alanina. En particular, Wilchek y

Miror16?

en un trabajo publicado en 1987 estudiaron la formacién de un subproducto
inesperado que se obtenia al utilizar columnas de afinidad sintetizadas a partir de geles
comerciales de agarosa funcionalizados con acido aminocaproico (CH-Sepharose 4B®), que
luego fueron modificados empleando el sistema carbodiimida-NHS. Estos autores informaron
qgue las columnas armadas con esta fase fija presentaban un “sangrado” continuo de una
impureza al momento de utilizarlas. Al aislar y caracterizar esta impureza reportaron que la

misma era B-alanina, un aminoacido que se formaba luego de una serie de reacciones entre

la carbodiimida empleada y un exceso de NHS y quedaba unido covalentemente al gel via los
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grupos hidroxilo libres del soporte. El mecanismo que propusieron estos autores para la

formacion de este subproducto se puede apreciar en la Figura 3.19.

0 o]
Ra H
N—OH + N=C=N ——>» N—-O N_
/
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0 Ry,
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Derivado tipo p-alanina (10)

Figura 3.19. Mecanismo de formacion de B-alanina a partir de una carbodiimida y NHS
(adaptado de Wilchek y Miror'®®y Totaro et al.*>?).

El primer paso del mecanismo mostrado en la Figura 3.19 consiste en el ataque
nucleofilico de la NHS sobre el C sp? de la carbodiimida, formando de esta manera el
intermediario (8). Luego, otra molécula de NHS u otro grupo funcional como un hidroxilo,
puede realizar un nuevo ataque nucleofilico sobre uno de los carbonilos de la imida del
intermediario (8), lo que produce la apertura del ciclo. A su vez, puede ocurrir un
reordenamiento de Lossen (en el cual un acido hidroxamico (o derivado del mismo) se
convierte en un isocianato) para formar el derivado (9). Finalmente, el carbonilo del isocianato
puede sufrir un ataque nucleofilico formando de esta manera el derivado tipo f-alanina (10).
Cabe destacar que dependiendo de la identidad de los grupos Nu y Nu’ la B-alanina formada
de esta manera podria encontrarse libre y eliminarse por didlisis. En el caso de la reaccién
llevada a cabo con GB, al igual que los geles de agarosa utilizados por Wilchek y Miron®°, los
polisacaridos presentan numerosos grupos hidroxilo libres que pueden actuar como

nucleéfilos, y por lo tanto la B-alanina podria quedar unida covalentemente a los mismos.
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Por lo tanto, los antecedentes mencionados!>>169-171 v |3 evidencia espectroscdpica
mostrada indicarian que en el caso de las reacciones llevadas a cabo sobre los polisacdridos
de GB con mayores cantidades de EDC y NHS se pueden formar derivados de B-alanina que
guedan covalentemente unidos a los polisacéridos de GB ya sea por el extremo C-terminal y/o
el extremo N-terminal de este aminoacido. Estos resultados, en conjunto con la posible
formacion de derivados del tipo N-acilisourea fueron tenidos en cuenta posteriormente para
poder seleccionar las mejores condiciones de reaccién de forma de aumentar el rendimiento

y minimizar estos posibles subproductos simultaneamente.

3.2.1.2 Obtencidn de distintos productos de amidacion

Paralelamente y en condiciones de reaccién preliminares se buscaron obtener algunos
productos de amidacion empleando distintas aminas primarias para evaluar el método

sintético.

El resultado de estas reacciones se evalud cuantificando tanto el grado de amidacién
obtenido como también la formacion de los posibles productos secundarios empleando
espectros de RMN de 'H cuantitativos. Para realizar la cuantificacién se utilizé como estdndar
interno el acido maleico (AcM). En los espectros de RMN de H en D,0, esta molécula presenta
una sefal que es singlete con un § a 6,32 ppm que se origina en dos hidrégenos, por lo que se
encuentra en una zona del espectro donde no existe superposicion con otras sefiales. La
cuantificacion se realizd, empleando segun el caso, una o mds seiales originadas en las aminas
introducidas a la goma brea. Por ejemplo, para el derivado de propilamina se utilizaron las dos
sefiales correspondientes a los hidrégenos metilicos H-a y los hidrégenos metilénicos H-b (ver
3.9) con desplazamientos quimicos de 0,88 y 1,52 ppm respectivamente, y se realizd el
promedio del grado de amidacién obtenido utilizando ambas sefiales para tener un resultado

mas representativo (ver Capitulo 5 Materiales y Métodos, seccién 5.8.2.3).

En la Tabla 3.4 se muestran las condiciones experimentales empleadas y los resultados
obtenidos para las reacciones de amidacion llevadas a cabo empleando como amina primaria
propilamina (GB-APr-20), 1,4-diaminobutano (GB-ADb), 3-dimetilaminopropilamina (GB-
ADm). En la Figura 3.20 se muestra el espectro de RMN de *H obtenido para el producto GB-

ADb a modo de ejemplo.
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Tabla 3.4. Condiciones experimentales empleadas para reacciones de amidacion de los acidos carboxilicos presentes en la goma brea mediante
EDC, NHS y distintas aminas.

Experimento Amina utilizada EDC NHS Amina [GB] Protocolo Gradode Formacion N- Formacion
(Eg.) (Eg.) (Eq.) % m/m amidacion acilurea (% molar) B-alanina (% molar)
(% molar)
GB-APr-20 Propilamina 10 10 100 0,2% 2 85,3 0,4 13,0
GB-ADb 1,4-diaminobutano 20 20 200 0,2% 2 86,6 1,1 12,3
GB-ADm 3-dimetilaminopropilamina 20 20 200 0,2% 2 87,7 1,1 2,5
T Mo T
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Figura 3.20. Espectro de RMN de H del producto del experimento GB-ADb.
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Como se puede apreciar en la Tabla 3.4 para las 3 aminas utilizadas se obtuvieron grados
de amidacion altos, en torno a 85 %. Sin embargo, estos resultados se obtuvieron empleando
una cantidad alta de equivalentes de los reactivos y ademads se obtuvieron proporciones no
despreciables de productos secundarios, lo que sugeria la necesidad de encontrar mejores
condiciones experimentales para obtener productos con altos grados de amidacién y con la

menor cantidad de subproductos posibles.

3.2.2 Seleccidn de factores: Diseiio factorial 2%

Luego de realizar los estudios preliminares, se identificaron 7 factores que pueden
modular el grado de amidaciéon de los acidos carboxilicos presentes en GB: los equivalentes
de los reactivos (EDC, NHS y la amina empleada), la concentracién de GB, el pH, el tiempo y la

temperatura.

Por los estudios realizados se sabe que los 3 primeros factores son significativos tanto
para el grado de amidacién conseguido como para la proporcion de los productos secundarios.
Sin embargo, en los experimentos realizados hasta el momento no se habian estudiado el

resto de los factores en forma exhaustiva.

Por esa razén, para analizar la incidencia de estos 4 factores sobre la reaccién de
amidacién se llevd a cabo un disefio factorial de tipo 2% con 3 puntos centrales, el cual
presenta un nivel de resolucién IV. En todos los casos se utilizé el protocolo 2 y la misma
relacion de reactivos: 10 equivalentes de EDC, 10 equivalentes de NHS y 50 equivalentes de
propilamina. Se decidié emplear estas condiciones experimentales ya que se habian obtenido

grados de amidacién importantes.

En la Tabla 3.5 se muestran los factores analizados y los niveles elegidos para cada uno
de ellos. Los valores utilizados fueron escogidos teniendo en cuenta la informacion detallada
en la introduccién del presente capitulo y asimismo para abarcar un rango relativamente

amplio de la regién experimental.
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Tabla 3.5. Factores analizados y niveles estudiados para el disefio factorial 24

Factor Nivel inferior Nivel superior Punto central
[GB] (% m/m) 0,150 0,500 0,325
pH 4,50 7,00 5,75
Tiempo (h) 2 16 9
Temperatura (°C) 25,0 50,0 37,5

Las respuestas que se buscaron estudiar mediante este disefio factorial fueron el grado
de amidacién de los polisacdridos y la proporcién de productos secundarios formados sobre
los &cidos urdnicos. Para cuantificar estas respuestas se utilizaron espectros de RMN de 'H
cuantitativos al igual que se detallé en la seccidn 3.2.1.2. En la Figura 3.21 se muestra un
espectro de RMN de 'H del primer producto obtenido DFA-1 (DFA = Disefio Factorial

Amidacion).

6.32
2,88
1.54
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~

Figura 3.21. Espectro de RMN de *H del producto DFA-1 en D,0.

En la Tabla 3.6 se muestra el disefio factorial completo consignando el orden de corrida
en el que fueron realizados los experimentos. Como se puede observar, los primeros 8
experimentos (DFA-1 a DFA-8) son los tratamientos propios de un disefio del tipo 2%%,
mientras que los ultimos 3 (DFA-9 a DFA-11) son repeticiones del punto central que se

incluyeron para tener una mejor estimacion del error de modelo de ajuste.
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Tabla 3.6. Disefio factorial 2% de nivel de resolucién IV para analizar cuatro factores: tiempo, temperatura, pH y concentracién de GB*.

Factor A: Factor Factor C: Factor D: Grado de Amidacion Grado de N-acilurea
Exp. Orden de corrida [GB] (% m/m) B:pH Tiempo (h) Temperatura (°C) (% molar) (% molar)
DFA-1 6 0,15 4,5 2 25 40,0 0,6
DFA-2 11 0,5 4,5 2 50 85,9 4,5
DFA-3 5 0,15 7 2 50 24,7 3,6
DFA-4 2 0,5 7 2 25 21,4 1,7
DFA-5 1 0,15 4,5 16 50 56,4 1,1
DFA-6 8 0,5 4,5 16 25 78,3 2,6
DFA-7 10 0,15 7 16 25 20,2 1,5
DFA-8 7 0,5 7 16 50 24,3 2,5
DFA-9 3 0,325 5,75 9 37,5 64,0 3,80
DFA-10 9 0,325 5,75 9 37,5 69,7 3,5
DFA-11 4 0,325 5,75 9 37,5 70,6 4,3

* Para todas las reacciones se emplearon 10 equivalentes de EDC, 10 equivalentes de NHS y 50 equivalentes de propilamina. La proporcidn obtenida del producto secundario
derivado de B-alanina fue baja.
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De los resultados obtenidos (Tabla 3.6) se puede apreciar que se obtuvieron diferentes
grados de amidacién, obteniéndose valores maximos de 85,9 %, y minimos de 20,2 %. Si se
observan los resultados obtenidos, el porcentaje de los acidos urénicos unidos a N-acilurea en

ningun caso supero el 4,50 % y en algun caso fue inclusive menor al 1%.

Si bien este resultado es favorable, debido a que la proporcidon obtenida de este
producto secundario fue baja, la cuantificacién del mismo mediante la integracién de la sefial
correspondiente a los hidrégenos H-a’ fue dificultosa, ya que en varios de los espectros de
RMN de 'H analizados dicha sefial presentaba una relacién sefial/ruido pobre. De todas
formas, como se analizard posteriormente, se pudieron determinar con cierto grado de

confianza los factores significativos que modulan esta respuesta.

En las Figuras 3.22 y 3.23 se muestran los graficos de probabilidad normal y el grafico

de Pareto respectivamente obtenidos para la respuesta estudiada.
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Figura 3.22. Grafico de probabilidad normal de los efectos para el grado de amidacion. Se
identifican sdlo los efectos significativos que se alejan de una recta y por lo
tanto de un comportamiento normal.
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Figura 3.23. Grafico de Pareto. Los efectos que superan el limite de Bonferroni y de
t-student se consideran significativos.

En el grafico de probabilidad normal (ver Figura 3.22) los efectos significativos son
aquellos que se alejan de la recta y por lo tanto no presentan un comportamiento normal. Por
otra parte, en el grafico de Pareto (ver Figura 3.23), los efectos significativos son aquellos que
superan los limites de Bonferroniy de t-student critico. Por lo tanto, segun se aprecia en dichos
graficos, de los 4 factores en estudio los Unicos significativos son la concentracion de GB (A),

el pH (B) y la interaccién doble entre estos dos (AB).

Una vez determinados los factores significativos de los 4 en estudio que influyen sobre
el grado de amidacion se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) para ajustar estos factores
con un modelo estadisticamente significativo. Los parametros obtenidos de este analisis se

pueden observar en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7. Pardmetros estadisticos obtenidos del ANOVA del modelo ajustado para el grado
de amidacién

P valor R? R? ajuste
Modelo 0,0001 0,959 0,938
A-GB 0,0059 Efecto significativo
B-pH 0,0059 Efecto significativo
AB 0,0067 Efecto significativo
Falta de ajuste (lack of fit)  0,2349 No Significativo

Como se observa en la tabla anterior, los pardmetros estadisticos obtenidos para el
ANOVA realizado son muy buenos. Los valores de R? y R% ajuste son mayores a 0,9, y tanto el
modelo como los factores presentan p-valores menores a 0,05. En cuanto a la falta de ajuste,
para este valor en particular se busca que el p-valor asociado al estadistico sea mayor a 0,05,

por lo que se obtuvo un resultado aceptable.

Para validar estos resultados se debe evaluar que se cumplieron los supuestos de
normalidad, homocedasticidad e independencia, lo que se puede observar en las Figuras 3.24

a 3.26.
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Figura 3.24. Grafico de probabilidad normal de los residuos estudentizados.

-247 -



Capitulo 3: Amidacién de los polisacaridos de la goma brea

3.00

1.50 —

0.00

Color points by value of

-1.80 —|

Internally Studentized Residuals

-3.00

o Conversion:
85.8619
= 20.1864
[ ] O
[ | O
||
[ |
a m
=
[
22,44 37.35 52.25 67.16 82.06
Predicted

Figura 3.25. Grafico de residuos estudentizados vs. Valor predicho.

Internally Studentized Residuals

-1.50 —

-3.00

3.00

1.50 —

\ﬁ\/\f\/

5 7 9 11

Run Number

Figura 3.26. Grafico de residuos vs. Orden de corrida.

- 248 -




Capitulo 3: Amidacién de los polisacaridos de la goma brea

En la Figura 3.24 se puede apreciar que los residuos de acomodan aproximadamente a
lo largo de una recta, por lo que se considera que el supuesto de normalidad esta satisfecho.
Ademads, en la Figura 3.25 se puede ver que los residuos presentan una amplitud similar (estan
dentro del limite del test) y se distribuyen de forma aleatoria, lo que indica que el supuesto
de homocedasticidad se satisface. Po ultimo, en la Figura 3.26 se observa que los residuos se
distribuyen aleatoriamente alrededor del cero y no se observa ninguna tendencia, por lo que
se considera que se cumple el supuesto de independencia. De esta forma el modelo de ajuste

gueda validado ya que se cumplen los supuestos del ANOVA.

Ademads de poder determinar los factores significativos, se obtuvo una ecuacién del

modelo de ajuste que describe el comportamiento de estos efectos:

Grado de amidaciéon (%) = 268,8 [GB] — 4,6 pH — 38,2 [GB].pH + 54,2

Como el estudio realizado no posee el propdsito de optimizar los factores analizados,
sino de determinar cudles de ellos resultaban significativos, la utilizacion de la ecuacion
obtenida debe realizarse con precaucion. Sin embargo, de forma cualitativa se puede apreciar
gue en cuanto a los efectos principales, los mejores resultados se obtienen a altas
concentraciones de GB y valores bajos de pH (dentro de la region experimental estudiada). En
cuanto al efecto de interaccion doble entre estos dos factores (el tercer término de la
ecuacion), el mismo presenta un comportamiento negativo. No obstante, al utilizar una mayor
concentraciéon de GB y un pH bajo este término se compensa por lo que no repercute

negativamente en grado de amidacion conseguido.

En la Figura 3.27 se muestra un grafico tridimensional que permite visualizar mas
facilmente el comportamiento de los factores significativos descripto por la ecuacidn anterior.
Como se puede observar, los mejores resultados para el grado de amidacion se obtienen a
una concentracion de GB de 0,5 % y un pH de 4,5 (los valores de tiempo y temperatura no
influyen en el grado de amidacién alcanzado). Cabe destacar que no se puede asegurar que a
valores mayores de [GB] y menores de pH de los estudiados se obtendrian mejores resultados
a pesar de que la ecuacidon obtenida lo indique, ya que no se pueden predecir
comportamientos de forma confiable por fuera de la regién experimental. De hecho, como se
describié en la introduccién, se sabe que a un pH menor a 4 la EDC se descompone y se

necesita un valor de pH tal que exista una proporcion significativa de acidos carboxilicos como
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carboxilatos, por lo que es posible que a valores de pH menores de 4,5 se obtengan peores

resultados.

Grado de Amidacion
I 85.8619

I20.1864

X1=A:GB
X2 =B:pH

Grado de amidacion

Actual Factors
C: tiempo = 2.00
D: Temperatura = 25

015" 7

Figura 3.27. Grafico tridimensional que relaciona el Grado de amidacion (eje z) con los
factores significativos GB y pH.

En cuanto a la segunda respuesta estudiada (grado de formaciéon de productos
secundarios), se repitié el mismo analisis que el descripto para el grado de amidacion. De los
graficos de probabilidad normal y de Pareto se pudieron determinar los factores significativos,

como se puede apreciar en las Figuras 3.28 y 3.29.

En la Tabla 3.8 se muestran los pardmetros estadisticos obtenidos del ANOVA realizado. Al

igual que para la Respuesta 1 se verificaron que se cumplieran los tres supuestos del ANOVA.

Tabla 3.8. Parametros estadisticos obtenidos del ANOVA del modelo ajustado para el
producto secundario del tipo N-acilurea.

P valor R? R? ajuste
Modelo 0,0010 0,962 0,932
A-GB 0,0036 Efecto significativo
C-Tiempo 0,0154 Efecto significativo
D-Temperatura 0,0021 Efecto significativo
CD 0,0008 Efecto significativo
Falta de ajuste 0,9179 No significativo
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Shapiro-Wilk test
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Figura 3.28. Grafico de probabilidad normal de los efectos que modulan los productos
secundarios. Se identifican sélo los efectos significativos que se alejan de una
recta y por lo tanto de un comportamiento normal.
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Figura 3.29. Grafico de Pareto para evaluar efectos significativos de la Respuesta 2.
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Del andlisis de los resultados se pudo establecer que dichos factores son la
concentracién de GB, el tiempo y la temperatura (ademds de los equivalentes de los reactivos
como se menciond anteriormente). Del modelo ajustado se pudo obtener la ecuacidon que

relaciona los efectos principales y el efecto de interaccidon doble con la respuesta estudiada:

Producto secundario (%) = 3,086 [GB] + 0,273t + 0,128 T — 0,009 ¢t.T — 3,017

De la ecuacidn anterior se puede observar que a mayores concentraciones de GB se
predicen mayores proporciones de este producto secundario. En cambio, no es tan sencillo
visualizar el impacto de los otros dos factores significativos ya que sus efectos principales son
positivos para con la respuesta estudiada mientras que su interaccion doble presenta el
comportamiento opuesto. Para observar mas claramente el efecto global se muestra un
grafico tridimensional en la Figura 3.30 que relaciona el tiempo y la temperatura con la
proporcion del producto secundario estudiado. Se puede apreciar claramente que a menores

valores de tiempo y temperatura se predicen una minimizacion de este subproducto.

Secundarios
4.49

3.37%

0.83

X1 =C: tiempo
X2 = D: Temperatura

1.926

Secundarios

Actual Factors
A: GB=0.33
B: pH =4.50

50.00

3%‘\ 550

25.00  2.00

C: tiempo

Figura 3.30. Grafico tridimensional que relaciona la proporcién del producto secundario
estudiado respecto del tiempo y la temperatura.
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3.2.3 Método de la superficie de respuesta

Luego del experimento de seleccion de factores se pudo establecer que existen 5
factores significativos que modulan el grado de amidacion de los acidos carboxilicos
presentes en GB: los equivalentes de EDC, de NHS y de propilamina, la concentracidon de GB
y el pH. Mediante el experimento analizado en la seccidn anterior se pudieron establecer
valores de los dos ultimos factores que se consideraron lo suficientemente buenos para que

no sea necesario realizar experimentos extras de optimizacion.

Por otro lado, se pudo establecer que ademds de los reactivos involucrados en la
reaccion, la concentracion de GB, el tiempo y la temperatura son factores que influyen
significativamente en la proporcién del producto secundario que se obtiene por el
reordenamiento N—O de la O-acilisourea formando una imida estable del tipo N-acilurea. Se
determind que al utilizar tiempos de reaccidn cortos y temperatura ambiente se disminuye la
obtencién de este producto secundario, por lo que se emplearon estas condiciones

experimentales.

Con esta informacion se realizd un experimento de optimizacion de los reactivos
empleados en la reaccién utilizando el método de la superficie de respuesta. Para ello se
construyd un disefio Box Behnken (ver seccidon 3.1.4.3) para 3 factores con 3 niveles y 3
repeticiones del punto central, dando un total de 15 experimentos. Los niveles utilizados para
estos factores se pueden observar en la Tabla 3.9. Las reacciones se llevaron a cabo a
temperatura ambiente por dos horas empleado el protocolo 2, con una [GB] de 0,5 % m/my
un pH de 4,5. Al igual que para el disefio factorial, los experimentos se realizaron en un orden
aleatorio para disminuir la probabilidad de errores sistematicos. La cuantificacion se realizé

por medio de espectros de RMN de *H utilizando dcido maleico como estandar interno.

Tabla 3.9. Diseiio Box Behnken para 3 factores con 3 niveles.

Factor Nivel inferior Nivel superior Punto central
A:eq EDC 1,0 10,0 5,5
B: eq NHS 1,0 10,0 5,5
C: eq Propilamina 3,0 50,0 26,5
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Principalmente, la respuesta que se buscd optimizar en este estudio fue el grado de
amidacién de los polisacaridos de la goma brea. En cuanto a la proporcion de los productos
secundarios, ya sea los derivados de N-acilurea o de B-alanina, el estudio realizado presenté
el mismo inconveniente descripto para la seleccion de factores. Debido a que la formacién de
estos subproductos fue baja, las dreas de las sefiales en los espectros RMN de 'H asociadas
era pequefiay por lo tanto la relacion sefial/ruido resulté muy pobre, por lo que los resultados
obtenidos presentan un error asociado posiblemente de la misma magnitud que los valores

informados.

En la Tabla 3.10 se muestra el disefio Box Behnken completo y los resultados obtenidos
para las respuestas estudiadas. Se puede apreciar que se obtuvieron resultados muy
heterogéneos para estas respuestas, lo que muestra la complejidad con la que los factores en

estudio inciden sobre las mismas.

En cuanto al grado de amidacidn se obtuvieron resultados entre 5,17 a 103,17 %. De
forma cualitativa se puede apreciar que los mejores resultados se obtuvieron con niveles
crecientes de EDC en combinacién con una cantidad importante de amina (26,5 o 50
equivalentes), mientras que al utilizar sdlo 3 equivalentes de propilamina (OPA-5, OPA-6, OPA-
9y OPA-10) aun en presencia altos niveles de EDC, el grado de amidacién obtenido no superd

el 43 %.

Mediante el analisis de la varianza (ANOVA) se pudo encontrar el modelo de ajuste que
mejor describe el modo en que los factores en estudio modulan el grado de amidaciéon de los

acidos carboxilicos de GB. Los parametros estadisticos obtenidos se muestran en la Tabla 3.11.
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Tabla 3.10. Diseiio Box Behnken completo y resultados obtenidos para las respuestas estudiadas.

Ordende Factor A: Factor B: Factor C: Respuesta 1: Respuesta 2:
Exp.1? corrida Eq EDC EqNHS EqPropilamina Grado de Amidacién (% molar) Grado de N-acilurea (% molar)
OPA1 11 1 1 26,5 18,6 0,9
OPA 2 5 10 1 26,5 77,8 27,5
OPA3 8 1 10 26,5 7,8 0,0
OPA 4 6 10 10 26,5 76,6 1,0
OPAS 7 1 55 3 5,2 0,1
OPA 63 1 10 5,5 3 43,2 7,5
OPA 7 13 1 55 50 11,9 0,0
OPA 8 3 10 5,5 50 103,2 6,6
OPA9 12 5,5 1 3 27,9 23,2
OPA 10 9 5,5 10 3 11,9 1,3
OPA 11 10 5,5 1 50 92,2 18,2
OPA 12 2 5,5 10 50 47,5 0,3
OPA 13 4 5,5 55 26,5 62,9 1,0
OPA 14 15 5,5 55 26,5 64,8 1,1
OPA 15 14 5,5 55 26,5 72,4 1,0

1 En todos los casos se utilizd una [GB] del 0,5 % m/m y un valor de pH de 4,5.

2 La proporcién obtenida del producto secundario derivado de B-alanina fue entre 0y 3 % en la mayoria de los casos.

3 Para este experimento se obtuvo un valor inusualmente alto para los derivados de B-alanina de 34,6 %, el cual puede explicarse debido a la muy baja cantidad de
propilamina empleada respecto a los grupos activantes.
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Tabla 3.11. Parametros estadisticos obtenidos del modelo de ajuste para el grado de

amidacién.
P valor R? R? ajuste

Modelo 0,0002 0,866 0,812
A-EDC <0,0001 Efecto significativo
B-NHS 0,1021 Valor limite
C-Propilamina 0,0021 Efecto significativo

AC 0,0917 Valor limite

Falta de ajuste 0,0961 No significativo

La ecuacién obtenida del modelo de ajuste mdas adecuado, en funcién de los

equivalentes de los reactivos es:

Grado de amidacion (%) =

3,81 EDC — 2,01 NHS + 0,19 Propilamina + 0,13 EDC. Propilamina + 14,91

El resultado de la parametrizacion del grado de amidacion en funcidn de los equivalentes
de los reactivos involucrados es interesante. Se puede apreciar que tanto la EDC como la
amina utilizada se comportan positivamente, es decir, que al aumentar sus cantidades
relativas respecto a la cantidad de acidos carboxilicos presentes se obtienen mejores
resultados. No obstante, se puede ver que la NHS actua en sentido inverso, y a mayor
concentraciéon de NHS en general se obtienen menores rendimientos. Por ejemplo, si se
comparan los resultados para los productos OPA-9 y OPA-10 (o entre OPA-1y OPA-3) la Unica
diferencia en las condiciones experimentales era la cantidad de NHS utilizada (1 Eq OPA-9 vs.
10 Eq OPA-10) y se puede ver que se obtuvo un grado de amidacién mayor para el producto

con menor cantidad de NHS.

Se debe tener en cuenta que el modelo obtenido se basa en los experimentos realizados
y por lo tanto no se pueden anticipar comportamientos que no se encuentren en la region
experimental estudiada. En todas las reacciones llevadas a cabo en este diseno se utilizd NHS,
por lo que el ajuste no puede predecir lo que ocurriria en ausencia de este reactivo. Es decir,
el resultado obtenido indica que la presencia de al menos 1 equivalente de NHS es suficiente
para obtener un grado de amidacién dptimo. Esto puede explicarse debido a lo comentado en

la seccion 3.1.3.1, donde se analizd que exclusivamente en cuanto a la reaccion de amidacién
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(llevada a cabo con un protocolo “one pot”), este reactivo se comporta como un catalizador,
razon por la cual con una cantidad mucho menor que la EDC se obtienen resultados favorables.
Sin embargo, se observa claramente comparando los resultados de las reacciones OPA-9 y
OPA-10 que la presencia de mayores cantidades de NHS inhibe la formacién del derivado tipo
N-acilurea, aunque un exceso de este reactivo puede favorecer la aparicién de los derivados

asociados a la reaccion entre la EDCy la NHS.

En las Figuras 3.31 a 3.33 se muestran graficos tridimensionales en donde se puede
observar el comportamiento del grado de amidacion obtenido en funciéon de dos de los tres
factores en estudio (el restante presenta el valor central del rango experimental estudiado).
En estas figuras se puede apreciar claramente que los mejores resultados se obtienen con
mayores equivalentes de EDC y propilamina y cantidades bajas de NHS. Ahora bien, como ya
se observd cualitativamente tanto en los estudios preliminares como en los resultados
mostrados en la Tabla 3.10, se sabe que la obtencién de productos secundarios depende de
la relacién que se utilice de los reactivos de partida de una forma compleja. Por lo tanto el
desafio es encontrar valores de compromiso para maximizar el grado de amidacién de Ia

reaccion y al mismo tiempo disminuir estos subproductos.

90

% Amidacion
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69.25

5.16965

X1=A:EDC
X2 =B: NHS

2775

% Amidacion

Actual Factor
C: Propilamina = 26.50

10.00

Figura 3.31. Grafico tridimensional que muestra la relacién entre el grado de amidacién y
los reactivos EDC y NHS con un valor fijo de propilamina.
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Figura 3.32. Grafico tridimensional que muestra la relacién entre el grado de amidacion y los
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Figura 3.33. Grafico tridimensional que muestra la relacién entre el grado de amidacion y
los reactivos NHS y propilamina con un valor fijo de EDC.
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Al observar los valores obtenidos para la respuesta asociada a la formacién de los
productos secundarios de N-acilurea (ver Tabla 3.10) se aprecia que para varios de los
tratamientos realizados se obtuvieron respuestas nulas (cero). Si bien estos resultados pueden
parecer favorables, a los fines del andlisis estadistico del estudio realizado presentan
inconvenientes ya que este tipo de disenos necesita que la respuesta en estudio sea continua
en toda la regidn experimental analizada. Si una porcién de los valores obtenidos para dicha
respuesta presentan como resultado “cero” debido a que la medicidn no puede arrojar valores
negativos (en este caso no se pueden obtener integrales de dreas menores a cero) esta
respuesta deja ser continua. El modelo que se busca ajustar también es continuo y no presenta

la posibilidad de tomar valores iguales a cero dada cierta condicion.

Cabe destacar que al margen de lo antedicho, los resultados obtenidos para esta
respuesta presenta una gran variabilidad (valores separados por mas de un orden de
magnitud). En estos casos, es aconsejable realizar una transformacion de la respuesta
aplicando logaritmo (natural o en base 10) a estos resultados. No obstante, esta
transformacidn no presenta una solucion a lo mencionado en el parrafo anterior. Por lo tanto,
no fue posible encontrar un buen modelo que se ajuste a los datos experimentales para esta

respuesta.

Una solucién posible para poder optimizar esta respuesta y encontrar modelos que se
ajusten mejor es realizar un nuevo disefio evitando las condiciones experimentales que se
conoce que no producen estos subproductos. Si bien esto también puede parecer indeseado,
si observamos la Tabla 3.10 podemos apreciar que en los experimentos donde no se obtuvo
el producto secundario derivado de N-acilurea o se obtuvo un valor muy bajo (OPA-3, OPA-5,
OPA-7y OPA-12) se utilizé 1 equivalente de EDC. Ademas, para los experimentos OPA-2 y OPA-
11 al utilizar 1 eqg. de NHS no se obtuvieron derivados de B-alanina (no mostrado en la Tabla
3.10) y si bien los grados de amidacién alcanzados en estos casos fueron buenos, se obtuvo
una proporcion alta del producto secundario del tipo N-acilurea, lo que indica que estas
condiciones experimentales no producen resultados deseables. Por lo tanto, se podria realizar
un nuevo disefio donde estos dos factores (EDC y NHS) presenten como valor minimo 2 o 3

equivalentes.

Por otro lado, cabe destacar que para las condiciones experimentales empleadas en los

puntos centrales (5,5 eq. de EDC y NHS y 26,5 eq. de propilamina, OPA-13 a OPA-15) se
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obtuvieron buenos grados de amidacion, entre 63 a 72 % aproximadamente, y al mismo
tiempo una proporcién muy baja de subproductos. Ademas, seglin el modelo de ajuste
obtenido y la evidencia experimental recabada hasta el momento es probable que al utilizar
una mayor cantidad de equivalentes de propilamina con esa cantidad de agentes activantes
el resultado pueda mejorar. Asimismo, al comparar estos resultados con los del experimento
OPA-4 se puede apreciar que fueron muy similares tanto para el grado de amidacion como
para los subproductos obtenidos, aun cuando en este experimento se emplearon
practicamente el doble de equivalentes de los agentes activantes que en los experimentos
OPA-13 a OPA-15 (grado de amidaciénOPA-4 76,6 % vs. 66,7 % en promedio para OPA-13 a
OPA-15).

Para obtener aun mejores resultados, se podrian seleccionar distintas condiciones
experimentales que en funcidén de este modelo de ajuste obtenido lleven al maximo grado de
amidacién posible y llevar a cabo estas reacciones, calcular el grado de amidaciéon y los

productos secundarios obtenidos y seleccionar las condiciones experimentales dptimas.

3.3. Conclusiones

Se pudo llevar a cabo la reaccién de amidacidn de los acidos carboxilicos presentes en
la goma de forma casi completa utilizando el sistema que emplea una carbodiimida soluble en
agua — (EDC) y N-hidroxisuccinimida. Ademds, se obtuvieron excelentes grados de amidacién
con distintas aminas primarias como propilamina, 1,4-diaminobutano y 3-
dimetilaminopropilamina empleando 10 equivalentes de EDC y NHS y 100 equivalentes de

amina para la propilamina y el doble de la cantidad de reactivos para las otras dos aminas.

Mediante el disefio estadistico de experimentos se pudo determinar que los factores
significativos que modulan el grado de amidacién de estos polisacdridos, en el rango
experimental estudiado, son la proporcion de los reactivos (EDC, NHS y amina), la
concentracion de la goma brea y el pH. Para estos dos ultimos factores los mejores resultados

se obtuvieron empleando una concentracién de 0,5 % m/m de GB y un pH de 4,5.

Por otro lado, se observé que al aumentar la proporcion de equivalentes de N-

hidroxisuccinimida se pudo disminuir y hasta eliminar por completo el subproducto que se
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obtiene debido al reordenamiento N—0O que ocurre en el derivado de O-acilisourea formando
un derivado estable del tipo N-acilurea. Sin embargo, al utilizar mayores equivalentes de NHS
se encontraron sefiales en los espectros de RMN de 'H de los productos obtenidos, de las
cuales no se habia encontrado informacién en la bibliografia consultada referida a Ia
amidacién de polisacaridos. Se encontré que estas seiiales se originaban en productos
secundarios derivados del aminoacido B-alanina que se generaba luego de una serie de
reacciones a partir de la formacion de un aducto entre la EDC y la NHS. A su vez este aducto
podia reaccionar con grupos hidroxilo o carboxilato libres del polisacérido, quedando enlazado

a los mismos.

Por otro lado, mediante la metodologia de la superficie de respuesta (MSR) con un
disefio Box Behnken se buscaron optimizar las condiciones experimentales de los reactivos
empleados. Se pudo encontrar un modelo de ajuste adecuado para el grado de amidacién que
permite predecir el comportamiento de esta respuesta en funcién de los reactivos utilizados
en la reaccidén. Se necesitan estudios adicionales para poder encontrar modelos de ajuste mas
robustos que permitan modular de mejor manera la cantidad de productos secundarios

obtenidos.
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Capitulo 4: Caracterizacion reoldgica de la goma brea y de productos derivados

4.1. Introduccion

Los polisacaridos en solucion acuosa pueden alterar enormemente el comportamiento
de flujo de las soluciones acuosas alin en concentraciones muy pequefias'’2. Ademads, estas
soluciones pueden presentar comportamientos intermedios entre sélidos y liquidos, es decir,
viscoelasticos'’3. Debido a estas caracteristicas, los polisacéridos provenientes de distintas
fuentes, entre ellas las gomas, se utilizan generalmente en la industria alimentaria como
aditivos. Segun sus distintas propiedades particulares se los emplea como: agentes
espesantes, estabilizantes, gelificantes y/o para alterar las propiedades sensoriales de los

alimentos'’?.

Por lo tanto, la caracterizacidon reoldgica de la goma brea es fundamental para

determinar sus posibles aplicaciones industriales y potenciar su utilizacion.

4.1.1 Comportamiento de flujo

El comportamiento de flujo de un sistema es la relacidon entre el esfuerzo de corte y la
velocidad de la deformacion. Si el sistema presenta un comportamiento newtoniano, la

relacion entre estas magnitudes es lineal y esta dada por:

(y) = n.y (ec. 4.1)

Donde t es el esfuerzo de corte, n es la viscosidad de la soluciéon y ¥ es la velocidad de

deformacion (o de cizallamiento).

Sin embargo, la mayoria de los polisacaridos en solucién acuosa poseen un
comportamiento de flujo no newtoniano, es decir que su viscosidad no es constante y
depende de la velocidad de deformacidn. Este comportamiento, denominado pseudoplastico,
ocurre debido a que las fuerzas hidrodinamicas a las cuales la solucién es sometida, generan
gue se desarme la red establecida por las cadenas de los polisacaridos en la solucidn,
produciendo una disminucién en la viscosidad resultante!’2. En este caso, la relacion entre Ty
¥ no es lineal, ya que la viscosidad ahora depende de esta ultima, por lo que se la denomina

viscosidad aparente:
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(y) = n(y).y (ec.4.2)

En particular, en los sistemas pseudoplasticos, la viscosidad aparente presenta un valor
inicial constante, luego disminuye al aumentar la velocidad a la cual se hace fluir la solucién y
finalmente puede alcanzar un nuevo valor de viscosidad que se mantiene constante a altos

valores de y (ver Figura 4.1)%73,

!

2
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= ~

~
=1 }]
=] .‘\.
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= ".\
;;n. \\.
= '\.\
=] ~
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. ol
Shear rate. ¥ /s~ (Log scale)

Figura 4.1 Grafico de viscosidad aparente (n) en funcidn de la velocidad de deformacién
(shear rate, y) en escala logaritmica (adaptado de Barnes'’>).

Existen varios modelos que se utilizan para ajustar los resultados experimentales, de los
cuales dos de ellos, el modelos de Carreau y el modelo de Cross son los mas utilizados’417>,
En este trabajo de Tesis se realizaron ajustes con ambos modelos, encontrdndose mejores
resultados con el modelo de Carreau. La ecuacidon que describe el comportamiento de la
viscosidad aparente en funcion de la velocidad de deformacién para el modelo de Carreau es
la siguiente?’®:

(770_7700)

n() = Ne+ 0

(ec. 4.3)

Donde mo representa la viscosidad de la solucion en la zona de velocidades muy
pequefias y se denomina viscosidad newtoniana, 1. es la viscosidad limite alcanzada por el
sistema a velocidades de deformacién muy altas, T es el tiempo caracteristico y M es una

constante adimensional.
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Légicamente, las propiedades de flujo no dependen sélo de la velocidad de deformacion
sino también de otros factores como la temperatura, la fuerza idnica o la concentracién de la
solucién’2, Este ultimo factor resulta muy relevante ya que a muy bajas concentraciones, las
cadenas de los polisacaridos se encuentran muy separadas y no presentan una interaccion
entre si, mientras que al ir aumentando su concentracion las mismas comienzan a
interpenetrarse lo que produce un cambio notable en la viscosidad resultante. Se define
concentracion critica (C*) al valor de la concentraciéon de la solucién donde se produce dicho
cambio, el cual depende del material que se esté estudiando!”’. Este valor es importante ya
gue puede ser de interés el estudio del sistema en un rango que incluya a dicho valor o en un

intervalo superior de concentraciones.

4.1.2 Propiedades viscoelasticas

Como se dijo anteriormente, las soluciones de polisacidridos pueden presentar
comportamientos intermedios entre sdlidos y liquidos'’®. Uno de los modelos
unidimensionales mas sencillo pero util para describir este comportamiento viscoelastico es
el modelo de Maxwell'’3. En este modelo se plantea un sistema donde el comportamiento de
liquido se asume como un elemento de amortiguacién viscoso mientras que la caracteristica
de sdélido se representa como un resorte eldstico. Ambos elementos se encuentran
conectados en serie y se considera que la contribucién de ambos componentes ante la
aplicaciéon de un esfuerzo es aditival’?. Habitualmente, la deformacién que sufre el sistema no
es unidimensional sino que es tridimensional. En estos casos, el modelo sigue siendo valido,
pero se plantea una deformacidn en tres dimensiones, por lo que se define el médulo de

cizallamiento G como?’3:
G=— (ec. 4.4)

Donde T es el esfuerzo de corte (shear stress) y yo es la deformacidn (shear strain).

Para evaluar las propiedades viscoeldsticas de las soluciones, se realizan ensayos
oscilatorios dinamicos de barrido de frecuencia donde el sistema es sometido a una

deformacion sinusoidal muy pequena con una dada amplitud ym y una frecuencia angular w.
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El esfuerzo resultante es también sinusoidal con una amplitud to pero se encuentra desfasado
un angulo & con respecto a la deformacién. Si la deformacién se encuentra en el rango

viscoelastico lineal, se puede definirl’3:

G*'= G +iG" (ec. 4.5)

Donde G* es el médulo complejo, y las magnitudes G’ y G” se definen como el médulo
de almacenamiento o eldstico y el mdédulo de pérdida o viscoso respectivamente. A su vez,

estd establecido que!’3:

G' = Zcosé (ec. 4.6)
Yo
G" = Zsind (ec. 4.7)
Yo
145
tand = i (ec. 4.8)

Cabe destacar que el componente elastico G’ se encuentra en fase con la deformacion
mientras que el componente viscoso G” se encuentra desfasado 90° con la misma. La mayoria

de los polisacdridos presentan sistemas que se encuentran entre estos dos extremos.

A diferencia de las curvas de flujo, para realizar estos experimentos se necesita de un
reémetro oscilatorio. Los resultados de los mismos se visualizan en un grafico donde se
muestran los valores tanto de G’ como de G” en funcién de la frecuencia aplicada. Estos
graficos se denominan espectros mecanicos de los materiales, y se realizan con un nivel de
deformacién del material pequefio donde se asegure que el mismo se encuentra en su rango
viscoelastico lineal, el cual debe medirse para cada material en un experimento anterior con

el mismo equipo.

En funcién de las magnitudes de los médulos G’ y G”” obtenidos de los experimentos de
barridos de frecuencia, se pueden distinguir tres tipos de sistemas: soluciones, geles débiles y
geles!’3. En los sistemas definidos como soluciones (o soluciones diluidas) el médulo G” es
mayor que el médulo G’ a frecuencias bajas y medias. A medida que aumenta la frecuencia
del ensayo y/o la concentracién del polisacarido puede ocurrir un cruce donde G’ supera a G”
lo que indica que el sistema cambia su comportamiento de un liquido viscoso a un sélido
viscoelastico!’3. En cambio, en el espectro mecanico de un material tipo gel, G’ es mayor que

G” para todas las frecuencias y ademas mientras que G”” aumenta levemente al incrementar
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la frecuencia del ensayo'’?, G’ es independiente de la frecuencia. En los sistemas de geles
débiles si bien G’ se encuentra por encima de G’ la diferencia entre ellos es mas pequefial’?,
y puede observarse una mayor dependencia de estos mddulos con la frecuencia y existir una

frecuencia donde se produce un cruce.

Cabe destacar que también se caracteriza el comportamiento térmico de estos sistemas
al realizar ensayos de barrido de temperatura, donde se trabaja a frecuencia y deformacién
constante y se varia Unicamente la temperatura. Estos ensayos se utilizan para estudiar los
efectos de la temperatura en el comportamiento reolégico del material viscoelastico, como

por ejemplo en el proceso de gelificacidn y fusion'’®.

4.2 Resultados

Como se menciond en el Capitulo 1, a través de los afios se han correlacionado las
caracteristicas reoldgicas de la goma brea con los de la goma arabiga. Sin embargo, hasta el
momento no se ha publicado un estudio reoldgico completo de la goma brea ni se ha realizado
una comparacion global de las caracteristicas de estas dos gomas. Por estos motivos, en este
trabajo de Tesis se decidid realizar un estudio reolégico de la goma brea con el objetivo de
obtener un perfil reolégico completo de la misma, y a su vez se realizaron los mismos ensayos
sobre la goma ardbiga para poder comparar estos resultados y determinar si la goma brea

puede ser reemplazo local de la goma arabiga.

4.2.1 Caracterizacion quimica y espectroscépica de la goma ardabiga

La goma arabiga (GA) empleada para realizar los estudios comparativos fue donada por
la empresa GelFix S.A. (Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina) y fue caracterizada en

nuestro laboratorio para corroborar su identidad y su pureza.

En la Tabla 4.1 se muestra la composicion y el peso molecular a tope de pico (kDa) de la

GA utilizada, la cual se encuentra en concordancia con la informacién bibliografica®>%1°,
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Tabla 4.1. Composicion (%?) y peso molecular de la GA.

GA
Carbohidratos 83
Grupos acetilo (-COCH3) 0
Acidos Urénicos 14
Peso molecular a tope de pico (kDa) 220
Dispersion Mw/Mn 2,38

2 Expresados en porcentajes m/m.

Por otro lado, los azliicares componentes se determinaron como alditoles peracetilados
de la GA previamente reducida e hidrolizada y se analizaron por cromatografia gaseosa (CG).

Los resultados se muestran en la Tabla 4.2, y son similares a los informados por Williams®.

Tabla 4.2. Az(cares componentes de la GA (moles/100 moles).

Azucar GA
Ramnosa 12
Arabinosa 34
Galactosa 43
Acido (4-0-Me)-glucurdnico 11

En las Figuras 4.2 y 4.3 se muestran los espectros de RMN obtenidos para GAde Hy la
ampliacidn de la zona anomérica del espectro HSQC respectivamente. En el espectro de RMN

de H se observa una sefial a 1,2 ppm que es tipica del grupo metilo de la ramnosa.
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Seguln datos de bibliografial’®, las sefiales a 99,7/5,07 y 100,7/5.06 ppm podrian estar
originadas en los C-1 y H-1 de las unidades terminales de B-L-Araf-(1— y a-D-Galp-(1—>
respectivamente. Las sefiales con desplazamientos quimicos a 110,1/5,32 y 108,8/5,45 ppm
se corresponderian a unidades de —3)-a-L-Araf-(1— y a-L-Araf-(1—> respectivamente*. Por
otro lado, la sefial a 101,3/4,77 ppm estaria originada en a-b-Rhap-(1—. 103,4/4,54,
103,5/4,53. Finalmente, la sefial ancha con 6 de 103,4/4,53 ppm podria estar originada por
distintos residuos como —4)-B-b-GlcpA-(1—, B-D-GclpA-(1—, —3,4-Galp-(1— y —3,6-Galp-
(114, Cabe destacar ademads que el espectro HSQC obtenido para GA en la zona anomérica

coincide plenamente con el reportado por Nie et al.'4

M
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Figura 4.2. Espectro de RMN de 'H (500 MHz) de GA en D,0 a temperatura ambiente.
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Figura 4.3. Ampliacion de la zona anomérica del espectro HSQC de GA obtenido en D;0 a
temperatura ambiente.

4.2.2 Estudios de comportamiento de flujo

Los experimentos que se incluyen en el presente capitulo de este trabajo de Tesis se
realizaron con la colaboraciéon de la Dra. Ana Maria Rojas, Profesora e Investigadora del
Departamento de Industrias de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA). Estos
estudios se realizaron empleando un redmetro MCR 300 Paar Physica utilizando una punta de

platos paralelos.

Para comenzar el estudio reoldgico de la goma brea se realizé una caracterizacion del
comportamiento de flujo de la fraccion GB obtenida por precipitaciéon del extracto original
GBC (ver Capitulo 2, seccién 2.1.1). Se emplearon un amplio rango de concentraciones, de 1
%,2,5%,5%,10%,17,5%y 35 % m/v a 20 °C, y ademas, se realizd el mismo estudio sobre la

GA.

En la Figura 4.4 se muestran a modo de ejemplo las curvas del esfuerzo de corte (Pa) vs.
velocidad de deformacién (rad/s) para las soluciones de la fraccion GBa 1%, 5 %y 10 % m/v,

obtenidas luego de 24 h de hidratacién. Como se puede observar, las soluciones estudiadas
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presentan un comportamiento claramente pseudoplastico, donde la relacion entre el esfuerzo
de cortey ¥ no es lineal, sino que aumenta rapidamente a valores de velocidad bajos y luego
se estabiliza a valores mas altos. Cabe destacar que este comportamiento se observd para

todas las concentraciones estudiadas.

OGB 1% OGB5% OGB10%

10
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Velocidad de deformacién ¥y (rad/s)

Figura 4.4. Grafico de esfuerzo de corte (Pa) vs. velocidad de deformacién (rad/s) para
soluciones de GB con concentracionesde 1%, 5 %y 10 % a 20 °C.

Por otro lado, se observa que a valores de velocidades de deformacién mayores a 1
rad.s! al aumentar la concentracién de la solucion de GB aumenta el esfuerzo de corte,

mientras que a Yy mas bajas la tendencia no es tan clara.

En las Figuras 4.5 y 4.6 se presentan las curvas de viscosidad aparente obtenidas para
todas las concentraciones estudiadas de GB en un amplio espectro de y, desde 0,001 rad.s
hasta 300 rad.s. La mediciéon de estas curvas en un rango amplio de velocidades de
deformacion es muy importante ya que brinda informacidn muy atil sobre el comportamiento
del material en distintos procesos industriales como extrusién, flujo a través de una cafieria,

agitacién, secado por spray, etc y ademas sobre experiencias sensoriales vinculadas a la
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alimentacion como la deglucion'’®. Se presenta en conjunto con los puntos experimentales la

curva obtenida del ajuste realizado con el modelo de Carreau (ver seccidn 4.1.1, ecuacion 4.3).
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Figura 4.5. Grafico de viscosidad aparente vs. y para soluciones de GB con concentraciones
del1%,2,5%y5%a20°C.
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Figura 4.6. Grafico de viscosidad aparente vs. y para soluciones de GB con concentraciones
de 10 %, 17,5 %y 35 % a 20 °C.
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Como se esperaba del comportamiento pseudoplastico evidenciado en la Figura 4.4, al
graficar las curvas de viscosidad aparente en funciéon de la velocidad de deformacidn se
observa un comportamiento que se puede dividir en 3 zonas, tal como se discutid en la
introduccion de este Capitulo (Figuras 4.5 y 4.6). A velocidades de cizallamiento muy bajas,
donde el material se encuentra practicamente en reposo, la viscosidad presenta un valor
inicial alto, que se corresponde al valor de la region de viscosidad newtoniana (no). En esta
region las macromoléculas hidratadas se encuentran practicamente en reposo y presentan
interacciones fuertes entre si. Al comenzar el movimiento del fluido, la viscosidad disminuye
alcanzando valores intermedios hasta los 10 rad.s™* aproximadamente donde se comienza a
estabilizar la viscosidad llegando a alcanzar el valor mds bajo o limite cuando el sistema se
somete al cizallamiento méaximo a 300 rad.s, conocido como viscosidad infinito (1.). En esta
region se encuentra el valor minimo de viscosidad ya que se destruye por completo la red

formada por la interaccion entre las cadenas de los polisacaridos.

En este punto es importante sefialar que si bien este comportamiento es el esperado
para la enorme mayoria de los polisacdridos en solucién acuosa, en reportes anteriores donde
se realizd una caracterizacidon parcial del comportamiento reolédgico de la goma brea se
informaron resultados distintos. Por ejemplo, Bertuzzi et al.3* en un trabajo publicado en 2012
midieron curvas de flujo de soluciones de la goma brea utilizando un viscosimetro rotatorio e
informaron que las soluciones de la misma, hasta una concentracidon de 10 % m/v presentaban
comportamiento newtoniano hasta velocidades de deformacion de 1,5 rad.s?
aproximadamente. Si bien en este trabajo utilizaron la goma sin realizar un proceso de
purificacién, cabe mencionar que aunque no se presentan en este trabajo de Tesis, para la

fraccion GBC (ver Capitulo 2, seccion 2.1.1), similar a la utilizada en el trabajo citado, se

encontraron resultados coincidentes con los de la fraccién purificada GB.

En la Figura 4.7 se muestra el grafico de viscosidad aparente en funcién de la velocidad
de cizallamiento de las soluciones de GA, con concentraciones de 1 %, 10 % y 35 % m/v, ya
gue las mismas resultaron representativas del comportamiento en todo el rango de
concentraciones estudiado. En primer lugar, se puede apreciar que para las tres
concentraciones mostradas la viscosidad presenta el mismo comportamiento que el descripto
anteriormente para GB. En segundo lugar, se observa de forma cualitativa que a diferencia de

lo visto para las soluciones de GB, no es practicamente igual para las tres concentraciones
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mostradas (y como se vera posteriormente en detalle para todas las soluciones de goma
arabiga en el rango de concentraciones ensayado). Sin embargo, se aprecia que al aumentar

la concentracion de GA el valor de n. aumenta ligeramente.

Cabe recordar que las soluciones de polisacaridos con concentraciones mas altas que la
concentracién critica (C*) dan origen a comportamientos no newtonianos donde las
macromoléculas individuales se interpenetran de tal manera en los dominios de las demas
gue se producen cambios en las propiedades de flujo, reflejados en un aumento mds
pronunciado tanto de la viscosidad newtoniana no como de la dependencia de la viscosidad
aparente con la velocidad de deformacién’’. Por lo tanto, de acuerdo con lo observado en las
Figuras 4.5 a 4.7, todos los sistemas acuosos evaluados en el rango de concentracién de 1-
35% m/v tanto de GB como de GA se encontraban por encima de su respectivo valor de C*.
Es decir que incluso a una concentraciéon de 1 % m/v, las macromoléculas hidratadas de estas

gomas ya se encontraban interactuando entre ellas.

En la Tabla 4.3 se presentan los parametros obtenidos del ajuste con el modelo de

Carreau de todas las concentraciones estudiadas para las soluciones tanto de GB como de GA.
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Figura 4.7. Grafico de Viscosidad aparente vs. velocidad de deformacidn para soluciones
de GA con concentraciones de 1%, 10 %y 35 % a 20 °C.
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Tabla 4.3. Valores obtenidos para el ajuste con el modelo de Carreau de las curvas de

viscosidad aparente en funcion de la velocidad de deformacién de las soluciones

de GB y de GA.
Concentracion (Pas) (Pas) x(s) M R2
(% m/v) PH T e
GB
1 426 27+1 0,02+0,3 118 + 23 0,380 + 0,05 0,955
2,5 4,11 21+0,7 0,03 +0,35 53 +13 0,410+ 0,08 0,931
5 4,04 115%2 0,04 + 0,55 139+ 13 0,460 + 0,03 0,984
10 3,98 98+2 0,03 +0,46 256+ 24 0,370+ 0,02 0,987
17,5 3,88 84+2 0,25 +0,27 228+ 18 0,410+ 0,02 0,991
35 3,77 147+1 1,20+ 0,2 307+ 10 0,417 + 0,008 0,999
GA
1 5,06 16,2+0,6 0,050+ 0,17 38+9 0,70+0,2 0,955
2,5 4,85 19,5+0,2 0,016 £ 0,06 169 + 10 0,40 £ 0,02 0,995
5 4,68 11,7+0,4 0,030+0,17 31+7 0,50+0,1 0,953
10 4,62 12,6+0,4 0,030+0,19 45+ 11 0,50+0,1 0,936
17,5 4,44 49+0,1 0,090 +0,06 8+3 1,00+0,4 0,950
35 4,27 13,1+0,5 0,160+ 0,17 62 +15 0,37 £ 0,07 0,945

Al observar los resultados obtenidos para las soluciones de GB en la Tabla 4.3, se
aprecia que la viscosidad newtoniana (no) se encuentra en un rango entre 21y 147 Pa.s, y
aumenta al incrementar la concentracién de las soluciones de la goma, con algunas
excepciones. Claramente las soluciones mas diluidas (1y 2,5 %) tienen los menores valores de
Moy son similares entre si. Luego, se observa que el valor obtenido para la solucién de 5 % m/v
es ligeramente mayor que el correspondiente a las soluciones de 10 % y 17,5 % m/v, aunque
los valores determinados para estas tres concentraciones se asumen similares en torno a 100

Pa.s. Finalmente la solucién mds concentrada es la que posee mayor 1o.

Por otro lado, los valores de viscosidad correspondientes a velocidades de
deformacion muy altos (n«) son muy similares para las soluciones de 1 a 10 % m/v y se
encuentran entre 0,02 y 0,04 Pa.s, es decir, entre 3y 4 6rdenes de magnitud menores que no.
Ademas, n. aumenta sélo en las soluciones de mayor concentracién (17,5 % y 35 % m/v)
alcanzado valores de 0,25 y 1,20 Pa.s respectivamente. Cabe destacar que al observar las

curvas de viscosidad aparente mostradas en las Figuras 4.5 y 4.6 se observa que para una
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velocidad de 0,1 rad.s™ la viscosidad de las soluciones mostradas es muy similar, en torno a

10 Pa.s.

En cuanto a los resultados obtenidos para la goma ardbiga, se observa un
comportamiento distinto. A diferencia de GB, los valores de 1o se mantienen practicamente
constantes en el rango de concentraciones estudiado, con valores entre 11,7 y 19,5 Pa.s a
excepcion de la solucién de 17,5 % m/v que presenta un valor mas bajo de 4,9 Pa.s. Por otro
lado, los valores de 1« se encuentran entre 0,016 y 0,16 Pa.s y presentan un comportamiento
similar al descrito para GB. Estos resultados se encuentran en concordancia con lo reportado

en la bibliografia consultada'?.

Al comparar los resultados obtenidos para GB y GA se puede apreciar en lineas
generales que para cada concentracion estudiada los valores de viscosidad aparente son
menores para la goma arabiga, especialmente a bajas velocidades de deformacién. A altas
valores de v, los valores de N son similares, fundamentalmente a concentraciones menores
a 10 % m/v. Sin embargo, para las concentraciones de 1y 2,5 %, los valores tanto de o como
de N« de las dos gomas analizadas son semejantes. De hecho, como se observa en la Figura
4.8, las curvas de viscosidad en funcion de la velocidad de deformacion para ambas gomas en

estas concentraciones son similares.
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Figura 4.8. Comparacion de las curvas de las soluciones de 1 % y 2,5 % de viscosidad
aparente vs. velocidad de deformacion de GB y GA.

Por otro lado, podemos observar comparando las Figuras 4.5 a 4.7 que la region
newtoniana Mo es mas extensa para GA respecto de GB. Este resultado se ve reflejado en los
valores del tiempo caracteristico T obtenidos al ajustar las curvas con el modelo de Carreau
(ver Tabla 4.3), los cuales para GA se encuentran entre 8 y 62 s mientras que para GB se
obtuvieron valores entre 118 y 307 s. Esta diferencia indica que el sistema conformado por
GB es mas estructurado y por lo tanto mds sensible a los cambios de y, por lo que la viscosidad

de estas soluciones decrece mas rapido con el aumento de la misma'’®.

Si se extiende la comparacién de la viscosidad aparente de las soluciones obtenidas para
GB respecto de otras gomas se puede apreciar que GB presenta generalmente una viscosidad
menor, especialmente a velocidades de deformacién medias y altas. En la Tabla 4.4 se muestra
la viscosidad reportada en bibliografia3®!8181 para distintas gomas a diferentes valores de
concentracion y de velocidad de deformacién en conjunto con los resultados obtenidos para

las soluciones de GB en las mismas condiciones o muy similares.
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Tabla 4.4. Viscosidad de distintas gomas a diferentes valores de concentracion y velocidad
de deformacion.

Goma Concentracion % m/v ¥ (sY) n (Pa.s)
1 0,1 4,88
1 300 0,02
2,5 1 0,74
GB 5 1 1,50
10 1 1,50
17,5 1 1,07
17,5 300 0,25
0,1 1000
Goma xantica'8° 1
300 0,5
3 1 0,5
Goma guar'®! 6 1 10,0
9 1 50,0
Goma ghatti*° 15 1-1000? 0,1

3 Esta goma presenta un comportamiento practicamente newtoniano por lo que la viscosidad es muy
similar en un amplio rango de velocidades.

Como se puede observar en la tabla anterior, tanto la goma guar como la goma xantica
presentan una viscosidad igual o mayor que GB al comparar las soluciones de similar
concentracién y a la misma velocidad de deformacion. En particular, las solucién de goma
xantica al 1 % m/v presenta una viscosidad aproximadamente 250 veces mayor que GB a 0,1
rad.s!, mientras que a velocidades altas la diferencia se achica y es de 25 veces. En cuanto a
la comparacion con la goma guar, se observa que la solucidn al 3 % m/v de la misma presenta
una viscosidad levemente menor que la GB al 2,5 % m/v a y de 1 rad.s (0,50 Pa.s vs. 0,74
Pa.s), mientras que al incrementar la concentracidon de las soluciones de la goma guar se
aprecia que estas presentan una viscosidad de 7 a 30 veces mayor aproximadamente que
soluciones de concentraciones similares de GB. La Unica goma de las mostradas que presenta
una viscosidad menor que GB es la goma ghatti, cuyas soluciones son practicamente
newtonianas y la solucion al 15 % m/v de esta goma presenta una viscosidad de 10 a 2,5 veces

menor que la solucién de GB al 17,5 % m/v.

Por lo tanto, los resultados obtenidos del andlisis del comportamiento de flujo de la GB

indican que la misma presenta una viscosidad levemente mayor que la goma arabiga, aunque
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la viscosidad de sus soluciones es en la mayoria de los casos menor que las de otras gomas

comerciales, en un rango amplio de concentraciones y velocidades de deformacion.

4.2.3 Ensayos oscilatorios dinamicos

4.2.3.1 Espectros mecanicos

Una vez establecido el comportamiento pseudopldstico de GB y de GA por medio de
ensayos de flujo (ver seccidn 4.2.2), se decidid analizar sus propiedades viscoelasticas. Para
ello se evaluaron los espectros mecdanicos de soluciones de estas gomas en el mismo rango de
concentraciones que fue estudiado anteriormente, entre 1 % y 35 % m/v. Los espectros se

registraron a 20°C.

En las Figuras 4.9 y 4.10 se muestran los espectros mecanicos obtenidos para las
soluciones de GB en todo el rango de concentraciones estudiado, donde se puede observar
gue tanto los valores del mddulo de almacenamiento o modulo eldstico (G’) como del mddulo
de pérdida o modulo viscoso (G”’) dependen de la frecuencia aplicada. Para las soluciones de
1%,2,5%,5%, 10%y 17,5 % m/v G’ se encontraba por arriba de G”” en todo el rango de
frecuencias evaluado, lo que indica que este espectro se corresponde al de un material que
forma un “gel débil”*’4. Por otro lado, como se observa en la Figura 4.10, para la solucion de
35 % las curvas de G’ y G” presentan un punto de cruce a una frecuencia mas baja (a 1,25 Hz)
lo que implica que esta solucidn presenta un comportamiento que se corresponde mas con el

de una “solucién concentrada” que el de un gel débil.

La mayor dependencia de la frecuencia para los médulos dindmicos que caracteriza los
espectros mecanicos de los “geles débiles” sugiere la existencia de procesos de relajacién que
ocurren en escalas de tiempo cortas (frecuencias mas altas)’*. Por lo tanto, los
reordenamientos moleculares de los arabinoglucuronoxilanos hidratados en GB entre 1y 17,5
% m/v fueron importantes en la escala de tiempo evaluada, mientras que la diferencia
pequeiia entre los valores de G'y G" (G' > G") indic6 que se recuperd una pequefa proporcién

de la energia almacenada’’*.
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Figura 4.9. Espectros mecanicos de las soluciones de GBal 1%, 2,5%y 5 % m/v a 20 °C. Los
circulos llenos se corresponden con el médulo G' mientras que los circulos

vacios se corresponden con G".
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Figura 4.10. Espectros mecanicos de las soluciones de GB al 10 %, 17,5 %y 35 % m/v a 20
°C. Los circulos llenos se corresponden con el médulo G' mientras que los

circulos vacios se corresponden con G".
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El hecho de que la solucion de GB de 35 % m/v presente una solucion menos
estructurada que las soluciones con concentraciones entre 1 %y 17,5 % m/v se puede explicar
teniendo en cuenta que probablemente en esa solucidn las cadenas de los polisacaridos estén
significativamente menos hidratadas que a concentraciones mas bajas, por lo que las
caracteristicas de las redes formadas en este caso seguramente sean distintas que en
soluciones mas diluidas. Una menor proporcion de agua disponible podria haber determinado
un comportamiento diferente en el caso de GB al 35 % debido a un debilitamiento de la red

polimérica producto de un menor nimero de enlaces de hidrégeno con las moléculas de agua.

En la Figura 4.12 se presentan los espectros mecdanicos obtenidos de las soluciones de
GA al 1 %, 10 % y 35 % m/v. Se puede apreciar para todas las concentraciones una gran
dependencia tanto del mdédulo G’ como G” con la frecuencia. Ademas, al contrario de lo
observado para las soluciones de GB, el mddulo de pérdida G” se encuentra en general por
encima del médulo de almacenamiento G’ a frecuencias bajas, observdndose un cruce a un
frecuencia de 0,7 Hz aproximadamente. Por lo tanto, las caracteristicas de estas curvas indican
que las soluciones de GA en el rango de concentraciones estudiado se comportan como
“soluciones diluidas a semidiluidas”. Asimismo cabe destacar que los valores obtenidos para
ambos maddulos en las curvas de GA se encuentran uno o dos érdenes de magnitud por debajo

de los correspondientes a GB, especialmente a frecuencias bajas.

El comportamiento de la goma ardbiga en solucién acuosa ha sido extensamente
estudiado y se relaciona intimamente con su composicién. Como se describié en el Capitulo
1, la goma ardbiga estd compuesta por tres fracciones: un arabinogalactano (AG; 88 %), un
complejo arabinogalactano—proteina (AGP; 10 %) y una glicoproteina (2 %). Se ha establecido
que las redes formadas por la goma arabiga en solucién acuosa resultan de la yuxtaposicién

182 Uno de estos bloques corresponde a polisacédridos

de dos bloques estructurales
hiperramificados, los cuales constituyen estructuras esferoidales porosas multiescala'®. La
otra estructura resulta de la existencia de cadenas polipeptidicas que en solucién acuosa
adoptan una conformacidn al azar que se conoce como cadenas gaussianas. Estos dos bloques
estructurales se encuentran unidos y presentan una estructura global compatible con el

aspecto de las flores de las acacias!®? (ver Figura 4.11).
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Figura 4.11. Fotografia de flores de una acacia.

Debido a esta estructura, la dispersidon coloidal resultante muestra una viscosidad
mucho mds débil que si tuviera una estructura de un polimero lineal*®2. Esto explica por qué
goma arabiga presenta una gran solubilidad en agua y al mismo tiempo no se produce un
aumento en la viscosidad de la solucidn a altas concentraciones'®2. A su vez, los espectros

mecanicos observados en la Figura 4.12 se pueden explicar por el mismo fenédmeno.
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Figura 4.12. Espectros mecdnicos de las soluciones de GA al 1 %, 10 % y 35 % m/v. Los
triangulos llenos se corresponden con el médulo G' mientras que los
triangulos vacios se corresponden con G".
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Por otro lado, es comuUn que exista una relacion entre el valor del médulo de
almacenamiento G’ y la concentracidn del polisacdrido en solucién. El mdédulo G’ es
directamente proporcional al nimero de uniones fisicas formadas y generalmente aumenta
con la concentracién de la solucién. Es habitual que esta relacién responda a un
comportamiento que se modela con la ley de la potencia (G' = A - C%)'® donde es C la
concentracion, A una constante y t es el tiempo. Por este motivo, se tomd el valor de G’ a 0,4
Hz de cada espectro mecdnico obtenido a partir de las soluciones de GB y GA y se graficaron
los resultados en funcion de la concentracién de la solucién. Los resultados obtenidos se
pueden observar en las Figuras 4.13 y 4.14 correspondientes a las soluciones de GB y de GA

respectivamente.

En primer lugar, se puede apreciar que para las soluciones de GB no se pueden ajustar
los datos experimentales con una Unica ecuacion lineal. Visualmente se puede apreciar que
existen dos zonas diferenciadas, la primera entre 1 %y 5 %y la segunda entre 10 % y 35 %, las
cuales fueron ajustadas utilizando la ley de la potencia por separado, obteniendo dos
ecuaciones distintas con muy buenos coeficientes de ajuste (R?) en cada caso. Este mismo
comportamiento inusual ha sido reportado por otros autores'8184, Por ejemplo, Gunasekaran

183

y Yoon'®? al estudiar mezclas de goma garrofin y goma xantica 1:1 en concentraciones entre

0,1y 3 % m/v diferenciaron dos zonas con curvas de ajuste distintas.

Al analizar los ajustes obtenidos, se puede apreciar que el exponente correspondiente a
la zona de mayores concentraciones es mayor (1,024 vs. 0,401), lo que indica que G’ presenta

una mayor dependencia de la concentracién en las soluciones mas concentradas.

Por otro lado, como se puede apreciar en la Figura 4.14, los valores del médulo G’ para
las soluciones de GA presentan valores del mismo orden de magnitud, aproximadamente de
1 Pa, a excepcién de la solucién mds diluida donde el valor es 0,25 Pa. Como se explicé

anteriormente!®?

, este comportamiento se debe a que existe una interacciéon leve entre las
particulas coloidales hidratadas que componen la goma arabiga, por lo que la interaccidon
entre las mismas no contribuye de forma importante a la respuesta eldstica de las soluciones

de esta goma, las cuales constituyen esencialmente sistemas fluidos.
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Figura 4.13. Grafico de G' en funcidn de la concentracion (% m/v) de la solucion para GB.
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Figura 4.14. Grafico de G' en funcidn de la concentracion (% m/v) de la solucién para GA.
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4.2.3.2 Ensayos dinamicos con temperatura

Se realizé un ciclo de ensayos dindmicos a distintas temperaturas para evaluar la
respuesta térmica de una soluciéon de GB a 17,5 % m/v y de una solucion de GA al 10 % m/v.
Para ello se comenzd con la medicion de los mddulos G’ y G”” a 1 Hz con una temperatura
inicial de 85 °C y una rampa de enfriamiento de 5 °C/min (ver Figura 4.15 a) ). Luego de esta
primera etapa, se midieron ambos mdodulos también a 1 Hz por 900 s a una temperatura
constante de 10 °C (Figura 4.15 b) ). En una tercera etapa, se registré el espectro mecanico
del sistema a 10 °C (ver Figura 4.15 c) ). Finalmente, se sometio el sistema a una rampa de
calentamiento de 5 °C/min para evaluar la temperatura de fusidn del sistema comenzando a

10 °C hasta 85 °C (ver Figura 4.15 d) ).

Como se puede observar en la Figura 4.15 a) durante la rampa de enfriamiento realizada
a 1 Hz de frecuencia constante, se observo en la curva de GB un punto a 26,8 °C donde G’
cruza por debajo de G”, lo que se conoce como temperatura de gelificacion. En cambio, para
la curva correspondiente a GA no se observa una temperatura de gelificaciéon ya que los
modulos G’ y G” se mantienen relativamente constantes, con valores entre 1 y 10 Pa

aproximadamente.

Ademds, en esa misma figura se observd un comportamiento particular en la curva
correspondiente a GB donde G’ disminuyd varios ordenes de magnitud al enfriarse la solucién,
desde ~ 262 kPa a 85 °C hasta = 0,29 kPa a 10 °C. Teniendo en cuenta que los enlaces de
hidrégeno se rompen con el aumento de temperatura y se vuelven a formar al enfriarse, los
valores mas altos de G’ a las temperaturas mas altas significan que cuando se rompen los
enlaces de hidrégeno entre el agua y las cadenas de los polisacaridos, las interacciones que

185

prevalecen entre las cadenas son de tipo hidrofdbicas*®>, las cuales a alta temperatura

resultaron muy intensas para GB.
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Figura 4.15. Graficos de G’ y G” obtenidos del ciclo de temperatura. Los circulos en verde se corresponden con GB al 17,5 % mientras que los tridngulos

en rojo se corresponden con GA al 10 %. a) Curva de enfriamiento; b) Periodo de descanso; c) Espectro mecdnico a 10 °C; d) curva de
calentamiento.
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La solucidon de GA mostré valores bajos de G’ (~1,5 Pa) durante el periodo de reposo
isotérmico de 10 °C (Figura 4.15 b) ), y ademas los mismos estuvieron siempre por debajo de
los valores de G”. Por otro lado, se observd lo inverso para la solucién de GB, es decir que los
valores de G’ siempre se encontraron por encima pero muy cercanos a los de G”” durante el
mismo periodo. Sin embargo, los valores de ambos mddulos de GB disminuyeron con el
aumento del tiempo, periodo en el que ocurrid una estructuracién de la red de biopolimeros.
Este hecho podria indicar que los enlaces de hidréogeno de las cadenas de los polisacaridos con

las moléculas de agua no serian una interacciéon predominante durante el periodo de reposo.

Por otro lado, en el espectro mecanico de la solucidon de GB registrado a 10 °C después
del tiempo de reposo de 900 s (Figura 4.15 c) ) se observa que los valores del mddulo de
almacenamiento G’ siempre se encuentran cercanos pero por encima de los correspondientes
al moédulo G". Ademsds, los valores de ambos mddulos presentan dependencia con la
frecuencia, al igual que se observod anteriormente en los espectros mecanicos de las Figuras

I”

4.9y 4.10, lo que apunta a una estructura de tipo “gel débi

En cuanto al espectro mecdnico registrado para la soluciéon de GA, se puede apreciar
gue el médulo G’ es ligeramente mayor que G” a frecuencias bajas, y que a su vez luego de 1
Hz ambos moddulos presentan una importante dependencia con la frecuencia. Estas
caracteristicas son compatibles con un sistema del tipo “solucién semiconcentrada”. Cabe
destacar que si bien las curvas de GB y de GA en esta figura parecen similares, la diferencia
entre los mdédulos G’ y G”” es mucho mayor para GB (escala de los graficos logaritmica), lo que

evidencia un sistema mas estructurado.

Finalmente, se puede apreciar que durante la rampa de calentamiento de 5 °C y
frecuencia constante de 1 Hz (ver Figura 4.15 d) ) los mdédulos G’ y G” de la curva de GA
presentan valores bajos que oscilan entre 1y 10 Pa, y por lo tanto la misma no presenta una
temperatura de fusion, lo cual es consistente con el hecho de que estos polisacaridos se

comportan como un sistema fluido.

En cambio, para la curva correspondiente a GB, se puede observar que tanto G’ como
G” comienzan a aumentar a partir de una temperatura de 47,1 °C, aunque no puede
determinarse con claridad una temperatura de fusién. Ademads, entre 65 °Cy 85 °C el mddulo
de almacenamiento G’ se encuentra por sobre el médulo viscoso G”. Al igual que en la curva

de enfriamiento a), el comportamiento térmico de GB durante el calentamiento indica que las
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interacciones que prevalecen entre las cadenas son de tipo hidrofdbicas ya que al aumentar
la temperatura se rompen los enlaces de hidrégeno*®>. Cabe destacar que el comportamiento
observado durante la etapa de calentamiento, donde los mddulos de G’ y G” aumentan
alcanzando valores similares a los iniciales, indica que el sistema de gel débil formado por los

polisacdridos de GB es termorreversible.

Un comportamiento térmico similar al observado para GB fue reportado por Li*® en un
trabajo publicado en 2002 sobre metilcelulosa. El autor informd que cuando el sistema
formado por este polisacarido era calentado, parte de la energia se consumia para destruir los
enlaces de hidrégeno, primero con las moléculas del agua y luego los establecidos entre las
mismas cadenas de la metilcelulosa, lo que habilitaba a que se estableciera una asociacién
intermolecular entre las cadenas por interacciones hidrofébicas. En este sentido, Medronho
et al.*® indicaron que la insolubilidad de la celulosa en agua podia explicarse por una
interaccion hidrofébica entre las cadenas que superaba la intensidad de los enlaces de
hidrégeno que se pudieran formar entre las mismas y con el agua. Los autores propusieron
gue estas interacciones de tipo hidrofdbicas podian ocurrir por un apilamiento en el sentido
axial de los anillos glucopirandsicos, debido a que los grupos hidroxilo de los mismos se
encuentran ecuatoriales y direccionados hacia afuera, permitiendo dicha interacciéon. En el
caso de la GB, la conformacién de las unidades de B-D-xilosa es similar a la de los residuos de
B-D-glucosa en la celulosa por lo que las cadenas de los polisacaridos podrian interactuar entre
si de forma anéloga, via interaccidn hidrofdbica axial'®’. Por lo tanto, esto podria explicar el
aumento abrupto del mdédulo G’ en los ensayos con temperatura, ya que al aumentar la
temperatura y removerse las moléculas de agua los arabinoglucuronoxilanos podian

interactuar entre si de esta manera.
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4.2.4 Curvas de flujo de productos derivados de GB

Una vez caracterizada la goma brea, se realizaron curvas de flujo a algunos de los
productos obtenidos a partir de la misma para poder analizar el impacto de las modificaciones
guimicas en las propiedades reoldgicas. En particular, se estudié el comportamiento de flujo
del producto reducido GBR al 5% m/v, el desacetilado GBD al 10 % m/v y un derivado amidado
con propilamina con un grado de amidacion de 90 % que se denominé GB-APr-90 al 5 % m/v.
Las curvas de viscosidad aparente vs. velocidad de deformacion (y) obtenidas de estos
productos en conjunto con la de GB al 5 % m/v se muestran en la Figura 4.16. Cabe destacar
gue para realizar cada ensayo se necesita una cantidad de masa importante (minimo 100 mg)
por lo que la cantidad de ensayos y muestras analizadas quedé limitada por las posibilidades

de obtencion de dichos materiales.

Al analizar las curvas mostradas en la Figura 4.16, se puede apreciar que para todos los
productos obtenidos a partir de GB, la viscosidad es menor que para la solucion de GB al 5 %,
en particular a valores de velocidad de deformacién bajos y medios. Ademas, se puede
observar que las curvas obtenidas para dichos productos son similares entre si. Estos
resultados indican que tanto la modificacion de los acidos carboxilicos por reduccion o
amidacién de los mismos, como la desacetilacidn de los polisacaridos alteran de forma similar
las propiedades de flujo de los polisacaridos de la goma brea, volviendo menos viscosas a las

soluciones de estos productos.

En la Tabla 4.5 se presentan los parametros obtenidos del ajuste de las curvas de
viscosidad empleando el modelo de Carreau en conjunto con los resultados obtenidos para la

GBal5%ylaGAal5%yal 10 % m/v.
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Figura 4.16. Curvas de viscosidad vs. velocidad de deformacion de GB, de los derivados
GBR, GBD y GB-APr-90 y de GA.

Tabla 4.5. Valores obtenidos del ajuste con el modelo de Carreau de los distintos productos

derivados de GB.

Muestra no(Pas) n-(Pas) T(s) M R?

GB5% 1152 0,04 £ 0,55 139+ 13 0,460 £ 0,03 0,984
GBR 5 % 3,0£0,2 0,02x0,11 8+5 0,7£0,4 0,801
GBD 10 % 6,8+£04 0,05x0,11 64 23 0,4%0,1 0,910
GB-APr-905 % 11,6 £0,2 0,01+0,03 322121 0,35+0,01 0,997
GA5% 11,7+0,4 0,030+0,17 317 0,50x0,1 0,953
GA10% 12,604 0,030+0,19 45+ 11 0,50x0,1 0,936

Al analizar los parametros de ajuste obtenidos se puede reafirmar lo visto graficamente
en la Figura 4.16. El valor de no del producto GB-APr-90 es diez veces menor que el
correspondiente a GB, mientras que los obtenidos para los productos GBR y GBD son 20y 40
veces menores respectivamente. En contraposicidn, se aprecia que los valores de M. son
similares en todos los casos. Por otro lado, si se observan los valores obtenidos para el tiempo

caracteristico t se aprecia que el mismo presenta valores muy disimiles segun el producto que
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se analice. El valor obtenido para el producto amidado GB-APr-90 es 322 s mientras que el
correspondiente al producto reducido GBR es mucho menor, de 8 s, lo que se evidencia en la

mayor sensibilidad a la velocidad de cizallamiento de la viscosidad del derivado amidado.

Si se comparan los valores obtenidos para estos productos con los correspondientes a
GA al 5%y al 10 % m/v se aprecia que son del mismo orden, por lo que los mismos presentan
un comportamiento de flujo muy parecido al de esta goma. Incluso, los valores 1o de estos
derivados de GB son menores que los de GA. La mayor diferencia observada es el resultado
del tiempo caracteristico T, el cual como ya se dijo presenta valores muy variables segun el

producto.

4.3. Conclusiones

El sistema de arabinoglucuronoxilanos altamente ramificados que constituyen GB
presentd un comportamiento de flujo pseudoplastico (no newtoniano) en concentraciones
entre 1 % y 35 % m/v. Al comparar los resultados con la goma arabiga, se pudo ver que en
soluciones de igual concentracion, GB presentaba generalmente valores de viscosidad
aparente un orden de magnitud mayores que los de esa goma, especialmente a velocidades
de deformacion bajas o medias, a excepcion de las concentraciones de 1 %y 2,5 % m/v cuyo
comportamiento era similar. A altos valores de y, los valores de viscosidad aparente y
especialmente de 1« resultaron parecidos. Se pudo establecer que en comparacién con otras
gomas comerciales, GB presenta valores de viscosidad menores aun a concentraciones
mayores, a excepcion de la goma ghatti. Cabe destacar que GB, al igual que la goma ardbiga,

presenta una alta solubilidad en agua.

Al estudiar el comportamiento mecanico de GB, se observé que estos polisacaridos
formaron una red tipo "gel débil" cuando se disolvieron en agua hasta una concentracién de
17,5 % m/v. En cambio, a una concentracion de 35% m/v, el comportamiento observado por
GB constituia una “solucién concentrada”. En contraposicidn, las soluciones de goma arabiga

presentaron un comportamiento tipo solucién “semi diluida”.

Al estudiar el efecto de la temperatura sobre estas gomas, se pudo apreciar que GB

presentaba un gran aumento del médulo de almacenamiento G’ a mayores temperaturas, lo
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cual indicaba la importancia de las interacciones hidrofdobicas en este sistema. Ademas, se
pudo ver que el sistema tipo “gel débil” formado por GB era termorreversible, mientras que

el comportamiento de la goma ardbiga no variaba con los cambios de temperatura.

Ademds, se pudo constatar que los productos obtenidos a partir de GB por
desacetilacion, por reduccion de los acidos urdnicos o por amidacién con propilamida de estos
acidos presentaban una menor viscosidad aparente que la fraccidn original, tomando valores

similares y en varios casos menores que los de la goma arabiga a igual concentracion.

En resumen, en base a la caracterizacion realizada en este trabajo de Tesis y a estudios
anteriores que establecieron sus propiedades emulsionantes, se puede afirmar que la goma
brea presenta un comportamiento reoldgico muy interesante. Si bien sus propiedades
reoldgicas no son idénticas a las de la goma arabiga, cuando se compara con otras gomas
comerciales, ambas muestran un comportamiento cercano, lo que abre la posibilidad de que

la goma brea pueda funcionar como sustituto de la goma arabiga.
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5.1 Consideraciones generales.

Se utilizaron agitadores magnéticos FAC AM20, Thermolyne Nuova Il y Cole-Parmer
modelo 4658.

Para las centrifugaciones se utilizaron las centrifugas Sargent S-15700 trabajando a 3400
rpm y Sigma Laboratory Centrifuge 4K15C a 9000-11000 rpmy 10 °C.

Las evaporaciones se realizaron en un evaporador rotatorio Blichi 10566 a presion
reducida, con temperaturas del bafio de agua inferiores a 45 °C.

Las muestras en solucién acuosa se llevaron a sequedad en liofolizador Rificor.

Las dialisis se realizaron a temperatura ambiente utilizando tubos de celulosa (Spectra
Por o Sigma) seleccionando el didmetro segun el volumen a dializar. El corte de peso molecular
empleado fue el que se detalla en cada caso, entre 3500 Da o 6000-8000 Da. Las dialisis se
efectuaron 48 h en sistema abierto contra agua corriente y 24-48 h mas en sistema cerrado
contra agua destilada, en este ultimo caso renovando el agua tres o cuatro veces.

Las determinaciones colorimétricas se llevaron a cabo en un espectrofotémetro
Spectronic 20D (Milton Roy Company) empleando celdas de 1 cm de recorrido 6ptico.

Para las mediciones de pH se utilizd un pHmetro Adwa AD1030 con un electrodo de
vidrio AD1131B. Para las reacciones de amidacion se utilizé un electrodo Sartorius PY-P22-2s
de punta fina.

Los polisacéridos de corallinas fueron obtenidos por el Dr. Diego A. Navarro®°.

La goma arabiga (Roller Dried) fue donada por la empresa GelFix S.A.

5.2 Obtencion de las fracciones GBC y GB

5.2.1 Obtencion de material
El exudado fue obtenido de los cortes realizados a arboles de Cercidium praecox
ubicados en la Provincia de Santiago del Estero (Argentina) y secado a temperatura ambiente

por varios dias para obtener un material seco. Al momento de utilizarlo se lo suspendié en

agua hasta alcanzar una concentracidén aproximada de 50 g/L y se separd por filtracién con
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papel de filtro Whatman de 2 um de tamafio de poro el material insoluble, obteniéndose un
filtrado que posteriormente fue liofilizado para obtener la fraccién GBC.

A la fraccidon GBC se la disolvid en agua a una concentracion de 50 g/L y los biopolimeros
constituyentes fueron precipitados a 4-8 °C por agregado de isopropanol hasta alcanzar una
concentracidn final de 80 % del alcohol. La solucidon se dejé 24 h a 4 °C y posteriormente el
producto precipitado fue separado por centrifugaciéon a 11000 rpm y 10 °C. Se separd y
descarté el sobrenadante y posteriormente se secé el precipitado por agregado de acetonay
posterior centrifugacion en las mismas condiciones. El material obtenido se secd y se

denomind GB.

5.3 Métodos generales

5.3.1 Determinacion cuantitativa de los hidratos de carbono totales

Se empled el método colorimétrico del fenol-acido sulfurico segun la técnica descripta
por Dubois et al’®.
REACTIVOS
e Solucion de fenol al 5% (m/v). Esta solucidn es estable a temperatura ambiente durante
varios meses conservada a temperatura ambiente.

e Acido sulfarico 98 % grado analitico.

PROCEDIMIENTO

A 0,5 mL de solucidon conteniendo hasta 70 ug/mL de hidratos de carbono se le
agregaron 0,5 mL de fenol al 5 %, se mezcld la solucién y se dejé reposar 10 min. Luego se
adicionaron 2,5 mL de acido sulfurico concentrado directamente sobre la superficie de la
solucidn a fin de asegurar un calentamiento maximo. Los tubos se agitaron en un vortex y se
dejaron enfriar por 20 min a temperatura ambiente. En forma paralela se prepard un blanco
con agua destilada. Finalmente se leyd la absorbancia del color desarrollado a 480 nm
(maximo de absorcién de la xilosa).

Teniendo en cuenta que los coeficientes de absortividad de los diferentes azlcares son
distintos, se calcularon factores de correccion del resto de los azlcares neutros referidos a la

xilosa. Por lo tanto, para cuantificar el contenido de hidratos de carbono totales se calcularon
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los coeficientes de absortividad de los derivados de los posibles azlcares neutros que
contenian las muestras (arabinosa, glucosa y xilosa). Luego se calcularon los factores de
correccion teniendo en cuenta las fracciones molares de cada componente obtenidos por CGL

y la relacion de los coeficientes de absortividad, segin®:

— Exil
i

Donde x; es la fraccion molar de cada azucar, &; es el coeficiente de absortividad del

mismo azucar y &xi es el coeficiente de absortividad de la xilosa.
El resultado se expresé como porcentaje de azucar anhidro y se realizd una correccion

iterativa teniendo en cuenta el coeficiente de absortividad de los acidos urdnicos.

5.3.2 Determinacion de acidos urdnicos

Se realiz6 siguiendo la modificacion de Filisetti-Cozzi y Carpita®® del método de
Blumenkrantz y Asboe-Hansen?®,
REACTIVOS
e Solucion A: acido sulfamico/ sulfamato de potasio 4 M (pH 1,6).
e Solucion B: tetraborato de sodio 0,0125 M en acido sulfurico concentrado, grado
analitico.

e Solucion C: m-hidroxidifenilo (0,15 %) en hidréxido de sodio acuoso al 0,5 %.

PROCEDIMIENTO

Alicuotas de una solucién de la muestra conteniendo hasta 200 nmol de un 4cido
hexurdnico se diluyeron con agua hasta 0,5 mL, posteriormente se les agregaron 40 uL de la
Solucién Ay se agitaron en vortex. Sobre los tubos colocados en baio de hielo se adicionaron
2,5 mL de la Solucién B. Nuevamente se agitaron los tubos, y se llevaron a un bafio de agua a
100 °C durante 30 min. Luego se colocaron sobre hielo para alcanzar la temperatura ambiente
y se les agregaron 80 plL de la Solucién C con inmediata agitacién. Los tubos se dejaron reposar
entre 5 y 10 minutos, y a continuacidon se midieron las absorbancias a 525 nm. El color

permanece estable por 20 a 30 minutos.
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El blanco se prepard con agua destilada y se utilizé b-glucuronolactona de concentracidn
80 pg/mL como patrén.

En los calculos se considera que la absorbancia producida por reaccion con azlcares
neutros es 1/40 de la que produce el acido glucurénico.

El resultado se expresdé como porcentaje de azucar anhidro y se realizd una correccion
iterativa teniendo en cuenta que la absorbancia producida por reaccién con azucares neutros

es 1/40 de la que produce el acido glucurdnico.

5.3.3 Determinacion cuantitativa de proteinas totales

Se llevd a cabo siguiendo la técnica descripta por Lowry et al.18°
REACTIVOS

e Solucién A: solucién de carbonato de sodio al 2 % en hidréxido de sodio 0,1 M.

e Solucién B: sulfato cuprico pentahidratado al 0,5 % en solucidén de tartrato de sodio y
potasio al 1 %.

e Soluciéon C: mezcla de 50 mL de la Solucién Ay 1 mL de la Solucion B. Esta solucién debe
ser utilizada dentro de las primeras 24 h luego de su preparacion.

e Solucion D: dilucion al medio de un volumen del reactivo comercial de Folin-Ciocalteu

(Sigma-Aldrich). Esta solucion debe prepararse inmediatamente antes de ser usada.

PROCEDIMIENTO

Se tomaron alicuotas de la soluciéon de la muestra conteniendo hasta 500 ug de
proteinas por mL y se llevaron a un volumen final de 0,4 mL con agua destilada. Luego se
afladieron a cada tubo 2 mL de la Solucién C, se mezclaron y se dejaron a temperatura
ambiente durante al menos 10 min. A continuacién se agregaron rapidamente 0,2 mL de la
Solucién D y se agitaron dentro de los 2 s. Las muestras se mantuvieron durante 30 min en
reposo, y luego se midieron las absorbancias a 500 nm. Paralelamente se preparé un blanco
con agua destilada y una curva patrén con solucién de albumina de suero bovino de hasta 500

ug/mL.
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5.3.4 Determinacion cuantitativa de grupos acetilos

Se lleva a cabo por el método colorimétrico de Hestrin4.
REACTIVOS

e Solucién A: Cloruro de hidroxilamina 2 M. Debe conservarse en frio.

Solucion B: Hidréxido de sodio 3,5 M.

Solucién C: Mezcla de partes iguales de las soluciones Ay B.

Solucién D: Acido clorhidrico 3,97 M (dilucién 1:3)

Solucién E: Cloruro férrico 0,37 M en acido clorhidrico 0,1 M.

PROCEDIMIENTO

Cada vez que se realiza el ensayo se prepara la soluciéon C mezclando partes iguales de
las soluciones A y B. Esta solucion debe dejarse 3 horas a temperatura ambiente.

Se agregaron 2 mL de la solucién C a un tubo de ensayos conteniendo 1,00 mL de la
solucién acuosa del material a analizar. Transcurrido al menos 1 minuto se agregd 1,00 mL de
la solucion D para llevar el pH a 1,2, y luego se afiadié 1,00 mL de la solucién E y se mezclé. En
forma paralela se prepard un blanco con agua destilada y una curva patron con solucion de
cloruro de acetilcolina 0,004M en buffer acetato de sodio 0,001M a pH 4,5. Se midieron las
absorbancias a 540 nmy se corrigié la absorbancia inespecifica de la muestra por agregado de
los reactivos en el orden opuesto al descripto. El resultado se expresa como % m/m de grupos

acetilo.

5.3.5 Hidrdlisis de azucares furandsicos

Para realizar la hidrdlisis de los azucares furandsicos se tomaron 30 mg de la fraccién
GB y se agregaron 5 mL de TFA 0,02 M en un vial con tapa cerrada. Se llevd a estufa a 100 °C
por 2 h. El producto se aislé por dialisis con una bolsa de poro de 3500 Da. Posteriormente se

obtuvo el producto GBH seco por liofilizacidn.
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5.3.6 Desacetilaciéon de los polisacaridos

La desacetilacion de la fraccion GB se realizé siguiendo la metodologia de
Bhattacharjee et al.1%

Se disolvieron hasta 150 mg de GB en 50 mL de NaOH 0,1 M a 37°C por 4 h.
Posteriormente se neutralizd con dcido acético hasta pH 7 y el producto se purificd por dialisis

con una bolsa de poro de 3500 Da y se liofilizé obteniendo el producto GBD.

5.3.7 Degradacion de Smith

La degradacion de Smith se realizd segun el procedimiento modificado descripto por
Cardoso et al.®*

Entre 50y 100 mg de la fraccién GB se oxidaron con 40 mL de NalO4 0,05 M en oscuridad
a 25 °C por 48 h. Luego se adicionaron 4 mL de 1,2-etanodiol para eliminar el exceso de
periodato de sodio y la solucidn se dializé con bolsa de poro de 3500 Da por 48 h contra agua
destilada. La solucion se concentrd en rotavapor hasta un volumen de 4 mL y se redujo con
NaBH4 en exceso por 15 h a temperatura ambiente. Se acidificd la solucion con acido acético
concentrado y se dializé nuevamente. Finalmente la solucién se hidrolizé con TFA 1 M por 20
h a temperatura ambiente y se neutralizé con NaOH 1 M. Se dializ6 el producto hidrolizado y

se liofilizé para obtener GBS.

5.3.8 Determinacion del peso molecular por GPC

La determinacion del peso molecular de los polisacaridos se realizd por cromatografia
de permeacion en geles en un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién (GPC-HPLC).
Se utilizéd una bomba Shimadzu LC-20AT y un detector de indice de refraccidon Shimadzu RID-
10A. El analisis se realizé utilizando dos columnas conectadas en serie: una Progel-TKS G4000
y una Waters Ultrahydrogel 250 (ambas de 300 x 7.8 mm) y como solvente de elucién una
solucion de NaNOz 0,05 M conteniendo 0,02 % de NaNs preparada con agua de calidad HPLC
(Sigma-Aldrich). Se trabajo a flujo constante de 0,6 mL/min. Se inyectaron 100 uL de una

solucién de 5 mg/mL del polisacarido disuelto en el solvente de corrida y filtrado a través de
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una membrana fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,22 um (GV, Millipore). La columna se
calibré usando dextranos de pesos moleculares conocidos como estandares. El rango de peso

molecular utilizado para la calibracion estuvo entre los 6 kDa y los 500 kDa.

5.4 Determinacion de los aziicares componentes

Se realiz6 analizando por cromatografia gaseosa los monosacéaridos derivatizados

conseguidos de los polisacaridos hidrolizados.

5.4.1 Hidrdlisis acida total

De 1 a 3 mg de muestra se colocaron en viales provistos de cierre de teflon, y se
adicionaron 1 mL de TFA (acido trifluoro acético) 2 M, y colocaron en estufa a 121 °C durante
90 min. Luego se evaporo el solvente bajo corriente de aire. Los hidrolizados fueron disueltos
nuevamente en agua y se evapord nuevamente el solvente; este tratamiento se realizd las
veces necesarias para eliminar totalmente el acido. Las muestras se colocaron en un

desecador al vacio durante una noche.

5.4.2 Preparacion de los alditoles peracetilados

A las muestras secas provenientes de las hidrdlisis contenidas en los viales se les
agregaron 0,5 mL de hidréxido de amonio 1 M y se redujeron con 5 mg de NaBH4 durante al
menos 2 h a temperatura ambiente. En un paso posterior se adicionaron gotas de acido
acético diluido para destruir el exceso de agente reductor (hasta cese de la efervescencia).
Luego se intercambiaron los cationes Na* (u otros) de la solucién por agregado de resina
AmberlLite IR-120 (H*). Las soluciones se filtraron para separar la resina, y se evaporaron hasta
sequedad. El acido bérico generado se elimind como borato de metilo mediante 5 agregados
de 0,5 mL de metanol y evaporacién a sequedad en cada oportunidad. Se dejaron en
desecador al vacio durante una noche y la mezcla de alditoles obtenida se acetilé con 1 mL de

anhidrido acético-piridina (1:1) a 100 °C durante 45 min. Una vez que las soluciones alcanzaron
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la temperatura ambiente, se realizé una extraccidén de las mismas con una mezcla cloroformo-
agua. La fase acuosa se extrajo nuevamente con cloroformo. Los extractos cloroférmicos
recuperados se juntaron y se lavaron tres veces con 1 mL de solucidn saturada de bicarbonato
de sodio y dos veces con 1 mL de agua destilada. Finalmente los extractos se secaron con
sulfato de sodio anhidro y llevaron a sequedad. El residuo obtenido se disolvié en cloroformo

y se inyectd en el cromatégrafo gaseoso.

5.4.3 Preparacion de los aldononitrilos peracetilados

A las muestras secas provenientes de las hidrdlisis (seccidn 5.4.1) contenidas en viales
se les adicionaron 10 mg de clorhidrato de hidroxilamina y 0,5 mL de piridina. Se calentaron
en estufa a 85 °C durante 30 min. Luego se dejaron enfriar, y se les agregd 0,5 mL de anhidrido
acético. Nuevamente se colocaron en estufa a la misma temperatura por 30 min mas. Los

derivados fueron purificados como se describe en la seccién 5.4.2.

5.4.4 Preparacion de 1-amino-1-desoxialditoles

Se efectud mediante la técnica descripta por Cases et al.8!

REACTIVOS
Solucion A: Solucién 1:8 (v/v) de (S)-1-amino-2-propanol en metanol.
Solucion B: Solucién 1:4 (v/v) de acido acético glacial en metanol.

Solucién C: Solucidn de cianoborohidruro de sodio en metanol al 3 % (p/v).

PROCEDIMIENTO

A los polisacaridos hidrolizados (seccion 5.4.1) se les agregaron en forma consecutiva,
por cada mg de muestra: 20 plL de la solucién A, 17 uL de la solucién B y 13 uL de la solucién
C. A continuacion los viales se llevaron a estufa a 65 °C durante 1-2 h. Una vez que alcanzaron
la temperatura ambiente se les agregd, bajo campana, TFA 3 M hasta alcanzar pH 1-2. Tras
evaporaciéon, se les agregd agua destilada (3 x 0,5 mL) y metanol (5 x 0,5 mL), con

evaporaciones intermedias. Los residuos se dejaron por una noche en desecador en vacio.
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Finalmente, los productos se acetilaron con 1 mL de piridina-anhidrido acético (1:1), a
100 °C durante 45 min y se enfriaron. Los aminoalditoles peracetilados se extrajeron con
cloroformo. Los extractos cloroférmicos se lavaron 2 veces con solucion saturada de
bicarbonato de sodio (1 mL) y 2 veces con agua destilada (1 mL). Los mismos se secaron
mediante el agregado de sulfato de sodio anhidro y se llevaron a sequedad. Los derivados se
tomaron con cloroformo para ser inyectados en el cromatégrafo gaseoso.

Para determinar la configuracion absoluta de la arabinosa, la aminacion reductiva se
efectud utilizando (S)-a-metilbencilamina segun la técnica descripta por Cases et al.®.
REACTIVOS

Solucion A: Solucién 1:8 (v/v) de (S)-a-metilbencilamina en metanol.

Solucidn B: Solucién 1:4 (v/v) de acido acético glacial en metanol.

Solucidn C: Solucidén de cianoborohidruro de sodio en metanol al 3 % (p/v).

PROCEDIMIENTO
El procedimiento fue idéntico al indicado para los derivados de (S)-1-amino-2-propanol

a excepcion del volumen de la solucién A que se utilizaron 32 pl.

5.5 Reduccion de los acidos uronicos

La reaccién de reduccion de los acidos urdnicos se llevd a cabo siguiendo la técnica de
Taylor y Conrad’’ con modificaciones menores.

A una solucién de 10 mL conteniendo 100 pequiv de acidos carboxilicos se le agrego 1
mmol de EDC (clorhidrato de la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) y se mantuvo la
solucion con agitacién por 2 h a un pH de 4,75 a 5 por agregado de HCI 0,1 M. Transcurridas 2
h se realizé un agregado gota a gota de 20 mL de una solucién 0,2 g/mL (50 mmol) NaBH4 para
realizar la reduccion de los acidos carboxilicos activados. Se dejé transcurrir la reaccién por 1
haun pH entre 8,5y 9. Finalmente la reaccién se corté llevando a pH 6-7 con HCl y se purifico

por didlisis en una bolsa de 3500 Da para obtener el producto GBR.
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5.6 Estudios de alquilacion

La alquilacion (metilacién y etilacién) de los polisacdridos se realizéd utilizando las
condiciones y reactivos propuestos por Ciucanu y Kerek®2. Previamente los dcidos carboxilicos
se protonaron por tratamiento con una resina de intercambio catidonico AmberLite IR-120 (H*).

Una solucién con 5 mg de polisacaridos se pasé por la resina de intercambio catidnico
previamente acondicionada con HCl al 5 % y lavada con abundante agua hasta reaccién
negativa de cloruros en los eluidos. Los polisacéridos se recuperaron de la columna por elucion

con agua y posterior liofilizacién.

5.6.1 Metilacion

Los polisacaridos con sus acidos carboxilicos protonados (~5 mg) se disolvieron con
agitacion en aproximadamente 0,5 mL de DMSO anhidro. Posteriormente se agregaron 100
mg de hidréxido de sodio pulverizado, y se agitd la mezcla durante 30 min. A continuacion la
solucidén se colocd en bafio de hielo, se le afiadieron 0,5 mL de ioduro de metilo y se agitd
durante 30 min mas. Para finalizar la reaccién se agregaron 3 mL de agua. Los productos

permetilados se purificaron y recuperaron por didlisis (bolsa de poro 3500 Da) y liofilizacion.

5.6.2 Etilacion

Los polisacdridos con sus acidos carboxilicos protonados (~5 mg) fueron tratados de
igual manera que al realizar la metilacidn, pero utilizando en este caso ioduro de etilo (IEt)
como agente alquilante. Como la reaccion es mas lenta, se realizaron dos agregados de NaOH
y dos de IEt, separados cada uno por 30 min. El proceso de purificacidn y obtencidn fue el
mismo que el descripto para los productos de metilacidn.

Los productos alquilados fueron posteriormente hidrolizados y derivatizados para

cromatografia gaseosa, tal como se describié en la seccion 5.4.2.
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5.7 Cromatografia gas-liquido

Las cromatografias gas-liquido se realizaron en un cromatégrafo Hewlett Packard 5890A
equipado con un detector de ionizacién de llama (FID) y un integrador HP3395. Se utiliz

nitrégeno como gas portador.

5.7.1 Analisis de alditoles y aldononitrilos acetilados

Los monosacaridos componentes de los polisacaridos y de sus productos de alquilacién
derivatizados como alditoles o aldononitrilos fueron analizados utilizando una columna capilar
SP-2330 (Supelco) de 30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,20 um de espesor
de film. Se empled una presién de cabeza de columna de 15 psiy una relacién de split cercana
a 80:1. En todos los casos la temperatura del inyector y detector fue de 240 °C.

Para los azucares provenientes del polisacadrido nativo se emplearon los siguientes
programas:

e Programa A para alditoles peracetilados: 200 — 230 °C a 2 °C/min, 230 °C durante
20 min.

e Programa B para aldononitrilos peracetilados: isotérmico a 220 °C durante 40 min.

Para los azUcares provenientes del polisacarido metilado o etilado se empled el siguiente
programa de temperatura:
e Programa C: 160 — 210 °Ca 2 °C/min, 210 — 240 °C a 5 °C/min, 240 °C durante 20

min.

5.7.2 Analisis de los 1-amino-1-desoxialditoles

Los productos provenientes de derivatizacion por aminacidon reductiva fueron
analizados con una columna Ultra 2 (Hewlett-Packard) con las siguientes dimensiones: 50 m,
0,36 mm de didmetro internoy 0,17 um de espesor de film. Se utilizé una presién de cabeza

de columna de 11 psi y una relacion de split cercana a 80:1
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Los programas utilizados fueron dependientes de la amina quiral con que se realizé la
derivatizacion:
e Programa D para los 1-desoxi-1-(2’-hidroxipropilamino) alditoles peracetilados: 180
—220°Ca4°C/min, 220 °C durante 2 min, 220 — 250 °C a 1 °C/min, 250 °C durante
20 min. Temperatura del inyector y del detector 270 °C.
e Programa E para los 1-desoxi-1-(1’-metilbencilamino) alditoles peracetilados: 180
—220°Ca4°C/min, 220 °Cdurante 2 min, 220 — 270°Ca 1 °C/min, 270 °C durante

20 min. Temperatura del inyector y del detector 270 °C.

5.8 Métodos espectroscopicos

5.8.1 Espectrometria de masas

Para las muestras analizadas por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masa se utilizd un cromatégrafo Shimadzu GC17A conectado a un espectrometro de masa
Shimadzu GCMS QP5050 A con potencial de ionizacion de 70 eV y helio como gas carrier. Las
condiciones cromatograficas utilizadas fueron las mismas que las descriptas en la seccién 5.6.
El andlisis de los espectros de masas se realizé con el software GCMSolutions 1.21.

Los acidos aldobiurdnicos se analizaron por espectrometria de masas por inyeccion
directa con un equipo Brukermicr-OTOF-Q Il equipado con una fuente de ionizaciéon de
electrospray empleada en modo negativo. El voltaje del capilar de entrada fue de 3 kV, el “end
plate offset” de -500 V, se utilizé N2 como gas de secado con un flujo de 4 mL/min a 200 °Cy

la presién del nebulizador fue de 0,4 bar.

5.8.2 Analisis por RMN

Los espectros se realizaron en un espectrémetro Bruker Avance Il y en un espectrémetro
Bruker Avance Neo, ambos a 500,13 (*H) y 125,77 (*3*C) MHz utilizando tubos de 5 mm a
temperatura ambiente. Se utilizé acetona como estandar interno (referido al DSS (4,4-dimetil-
4-silapentanosulfonato de sodio) y el grupo metilo de la acetona se calibré en 31,1 ppm en 3C

y en 2,22 ppm en H).
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5.8.2.1 Experimentos de RMN monodimensionales

Para los espectros de RMN de *H, 10-15 mg de muestra se disolvieron en 0,7 mL de D,O
99,9 %. La muestra se filtré y se dispuso en tubos de 5 mm de didmetro. Se afiadi6 acetona
como estandar interno.

Se utilizé un valor de TD (tamafio de la fid) de 65536, un NS (niUmero de scans) de 16 vy
un “relaxation delay” de 1 s.

En el caso de los espectros de RMN de 13C, 30 mg de muestra se disolvieron en D,0 hasta
lograr 0,7 mL. Los parametros utilizados fueron los siguientes: TD de 65536, NS de 2800 y un

“relaxation delay” de 0,1 s.

5.8.2.2 Experimentos bidimensionales

El armado de las muestras para realizar los espectros bidimensionales fue el mismo que
para los espectros de RMN de *Hy 13C con la salvedad de que se utilizaron generalmente entre
15y 20 mg de muestra.

Los espectros HSQC se realizaron con la secuencia “hsqcetgpsi2” con los siguientes
parametros: TD de 1532 x 512, NS de 16, y un tiempo de relajacion de 1,52 s.

Los espectros TOCSY se realizaron con las secuencias “mlevphpr2” o “mlevgpphprzf”
empleando un TD de 2048 x 512, NS de 12, un tiempo de relajacion de 2,4 s y un “mixing time”
de 150 ms.

Los espectros NOESY se realizaron con la secuencia “noesygpphpr” empleando un TD de
2048 x 512, NS de 16, un tiempo de relajacién de 2,4 s y un “mixing time” de 300 ms.

Los espectros COSY se realizaron utilizando la secuencia “cosygpqf”, un TD de 2048 x
256, NS de 4 y un tiempo de relajacién de 1,48 s.

Por ultimo, para los experimentos HMBC se utilizé la secuencia “hmbcgplpndgf” y se
probaron distintos valores de la constante J (CH) de largo alcance entre 6 y 10 Hz, no

pudiéndose conseguir buenos resultados en ninguno de los casos.
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5.8.2.3 Experimentos de RMN cuantitativo (qQRMN)

Para cuantificar los productos de las reacciones de amidacion se realizaron espectros de

RMN de 'H cuantitativos. Se utilizaron las condiciones descriptas en la seccién 5.8.2.1 con la

excepcion de que se aumento e

III

relaxation delay” hasta 32 segundos.

Para realizar la cuantificacidn se utilizé como estandar interno el acido maleico (AcM)

como se indica a continuacién, con un grado de pureza de 98,91 %:

HOOC COOH
\Y:::::Cf/
/ 3
H H

Para calcular el grado de amidacidn a partir de los espectros de RMN de *H se utilizé la

siguiente ecuacién:

Grado de Amidacion =

moles de acidos urénicos amidados

Grado de amidacion = — —
moles de acidos uroénicos

Integral Hprod x n° HAcM x masa AcM x Pureza AcM
Integral AcM x n°Hprod x Mr AcM

masa GB x 0,17
Mr acido urénico promedio

.100

Donde:

El término “integral Hprod” es el valor de la integral de una sefal correspondiente
al producto que se desea cuantificar (sea GB amidada, GB sustituida con N-acilurea
o GB sustituida con B-alanina)

El término “n° Hprod” es el numero de hidrégenos que dan origen a la sefial
integrada (”integral Hprod”) del producto.

El término “integral AcM” corresponde a la seial del 4cido maleico a 6.32 ppm.

El término “n° H AcM” es el numero de hidrégenos que dan origen a la sefial del
acido maleico, el cual es igual 2.

El término “Pureza de AcM” indica el factor de correccidén por pureza de la masa
de acido maleico utilizada. El factor es de 0,9891.

El término “masa GB” indica la masa pesada de goma brea para la reaccidn de
amidacion.

El factor 0,17 corresponde a la proporcidn de acidos urdnicos en GB.
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e El Mr acido urdnico promedio se calculd realizando un promedio pesado de las

masas molares de acido glucurdnico vy el acido 4-O-metil-glucurdnico en GB.

Para cuantificar los subproductos de N-acilurea se utilizé6 la sefial a 2,86 ppm
correspondiente a los 6 hidrogenos metilinicos Ha’. En el caso de los subproductos de B-
alanina se realizo la integracion de las sefiales entre 2,4y 2,7 ppm teniendo en cuenta que las

mismas estaban asociadas a 2 hidrégenos.

5.9 Métodos depolimerizantes

5.9.1 Hidrdlisis para la obtencion de acidos aldobiurdnicos

Aproximadamente 30 mg de GB se colocaron en un vial con 5 mL de TFA 2 M en estufa
por 60 min a 120 °C. Luego de evaporar el TFA remanente, la solucidon se reconstituyd con
agua miliQ y se pasd por una resina de intercambio anidnico fuerte AmberLite IRA-410
previamente lavada con NaOH 4 % y agua miliQ hasta neutralidad y acondicionada con acido
acético al 10 %. La muestra se paso lentamente y se recogieron en primer lugar los azucares
neutros que fueron descartados. Seguidamente se eluyeron los acidos aldobiurdnicos de la
resina con HCI 1 M. Finalmente se evapord el HCl llevando a sequedad la solucién la cantidad
de veces que fuese necesario con el agregado de agua miliQ.

Los acidos asi obtenidos se analizaron por espectrometria de masas como fue descripto
en la seccién 5.7.1.

Para obtener los acidos aldobiurdnicos reducidos en su extremo reductor (fraccion
GBAR) se realizé un tratamiento con NaBH4 del hidrolizado, previo a la separacién por la resina

de intercambio anidnico.

5.9.2 Tratamiento enzimatico

Se efectué mediante los procedimientos descriptos por Bailey et al.}?°y Thomas et al.*?1,
Se utilizaron dos enzimas distintas: una enzima endo (1—4)-B-xilanasa aislada de Trichoderma

longibrachiatum (Sigma Aldrich) y una hemicelulasa aislada de Aspergillus niger (Sigma

Aldrich).
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Los tratamientos enzimaticos se realizaron con una relacién de sustrato a enzima de 30
al, apHD5,5 45 °C por 24 h. La solucidn se centrifugd y se separd el precipitado del
sobrenadante.

Sobre el sobrenadante se chequed la liberacidon de monosacaridos por cromatografia en
capa delgada de silica gel con fase movil de isopropanol-H,0-NHs() 4,5:0,5:1 utilizando un
patrén de xilosa, con un revelador de H,SO4 en etanol al 10 %.

El precipitado fue sometido a hidrdlisis y posterior derivatizacién para la obtencién de
alditoles peracetilados para ser analizados por cromatografia gaseosa segun los

procedimientos descriptos en 5.4.1y 5.6.1.

5.10 Obtencion de productos modificados por reduccidon, hidrolisis y

desacetilacion a partir de la goma brea

Para la obtencién de los polisacaridos con mas de una modificacion quimica GBRH,
GBRD, GBHD y GBRHD se utilizaron los procedimientos descriptos en las secciones 5.3.5,5.3.6
y 5.5. El orden de las modificaciones es el especificado en la Figura 2.16 del Capitulo 2, en
primer lugar la reduccién de los acidos urdnicos, posteriormente la hidrdlisis de los azucares

furandsicos y finalmente la desacetilacién de los polisacaridos.

5.11 Amidacion de los acidos carboxilicos

5.11.1 Protocolo de amidacion

Las reacciones de amidacién de los polisacaridos de GB se realizaron siguiendo tres
protocolos similares pero con algunas modificaciones. El protocolo 2 fue seleccionado como

el 6ptimo.

PrROTOCOLO 2
Se pesaron entre 20 y 100 mg de GB en un vaso de precipitados de 25 mL y se

adicionaron 7 mL de agua destilada. Se agitd la solucidn con barra magnética hasta disolucidn

-312-



Capitulo 5: Materiales y métodos

completa de la goma, posteriormente se adiciond la amina y se llevd la solucién a pH 5 con la
adicion de HCI 4 M.

En paralelo se pesaron el clorhidrato de la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) y la N-hidroxisuccinimida (NHS). Posteriormente se disolvieron en 500 pL de agua
destilada y se transfirieron cuantitativamente a la solucion que contenia la GB y se reajusto el
pH a 5 con HCl 1 M. Se dejo en agitacién por 16 h, debiendo controlar el pH con agregado de

soluciones de HCl o NaOH en las primeras horas de la reaccion.

ProTOCOLO 1

La reaccidén se realizé de forma similar al Protocolo 2 pero posteriormente a la disolucion
de GB se agregd la EDC y se dej6 en agitacidon por 2 h. Luego se agregaron la NHS y la amina
utilizada y se dejo con agitacién por 2 h mas, siempre controlando el pH con agregado de

soluciones de HCl o NaOH en las primeras horas de la reaccion.

ProTOCOLO 3

La reaccion se realizo de forma similar al Protocolo 2 pero seguidamente a la disolucion
de GB se agregaron conjuntamente la EDC y la NHS. Se llevé la solucion a pH 5 y se dejé por
15 min. Posteriormente se agregd la amina y se ajusto la mezcla de reaccion al pH deseado
con el agregado de soluciones de HCl o NaOH 0,1 M, 1 M o 4 M. Se dejé por 16 h, debiendo
controlar el pH con agregado de soluciones de HCl o NaOH en las primeras horas de la

reaccion.

5.11.2 Diseiio estadistico de experimentos

Los experimentos de seleccién de factores y de metodologia de superficie de respuesta
se realizaron y se analizaron con el software Design Expert 7.0.0 facilitado por el Dr. Héctor
Goicoechea.

Para la seleccion de factores se llevd a cabo un disefio factorial de tipo 24 con 3 puntos
centrales, con un nivel de resolucién V.

Para la optimizacién de los reactivos por el método de la superficie de respuesta se

utilizé un disefio Box Behnken para 3 factores con 3 niveles y 3 repeticiones del punto central.
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5.11.3 Estudio computacional de la energia libre de reaccién

El estudio de las distintas reacciones se realizo utilizando el software Gaussian 09. Los
calculos se realizaron en todos los casos con un método DFT B3LYP utilizando una base 6-31G
(d,p) y usando un modelo de solvente continuo del tipo campo de reaccidn auto consistente,

en particular SMD — agua.

5.12 Estudios reoldgicos

La caracterizacion reoldgica de la goma brea y de la goma arabiga se realizd con un
redmetro MCR 300 Paar Physica (Anton Paar) con una geometria de platos paralelos rugosos
(PP25/P2) de 25 mm de diametro. La temperatura se controlé con una placa peltier
Viscotherm VT2 Physica. Se utilizé un gap de 1,10 mm.

Para las mediciones se prepararon 5 mL de cada muestra a analizar en tubos de vidrio
graduados empleando concentraciones de 1 %, 2,5 %, 5 %, 10 %, 17,5 % y 35 % m/v. Las
muestras se prepararon pesando la cantidad de sdélido necesaria y agregando
aproximadamente 4 mL de agua destilada. Las soluciones se dispersaron totalmente con la
ayuda de voértex, se calentaron en un bafio de agua a 70 °C y se dejaron en reposo por 24 h.
Posteriormente se llevaron a volumen y se homogeneizaron con vértex.

El pH se midié con un medidor de pH Mettler S220 Kit con un electrodo de vidrio de
punta fina LE422 Mettler Toledo.

El analisis de los resultados obtenidos se realizé con el software GraphPad Prism 8.

5.12.1 Curvas de flujo

Las curvas de flujo se midieron durante 50 min a temperatura constante de 20 °C en el
rango de velocidad de deformacion de 0,001 a 300 s y se tomaron 100 puntos. Los resultados
obtenidos se ajustaron utilizando el modelo de Carreau:

(flo—ﬂoo)

W) = Nt T Fnm
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Donde mo representa la viscosidad de la solucion en la zona de velocidades muy
pequefias y se denomina viscosidad Newtoniana, N« es la viscosidad limite alcanzada por el
sistema a velocidades de cizalla muy altas, T es el tiempo caracteristico y M es una constante

adimensional.

5.12.2 Ensayos dindmicos oscilatorios

5.12.2.1 Espectros mecanicos

El rango viscoelastico lineal se determind midiendo los médulos de almacenamiento G’
y de pérdida G” en funcién del esfuerzo de corte a una frecuencia de 1 Hz y 20 °C.
Posteriormente, los espectros mecanicos se registraron a una deformacién constante de 0,02

% a frecuencia entre 0,01 y 10 Hz a 20 °C.

5.12.2.2 Barridos de temperatura

Los modulos de almacenamiento G’ y de pérdida G” se registraron en funcion de la
temperatura con el siguiente procedimiento: a) 85,0 °C por 6 s (sin medicidén); b) rampa de
enfriamiento desde 85,0 °C hasta 10,0 °C con rampa de 5,0 °C/min (1 Hz y 0,02 % de esfuerzo
de corte); c) a 10,0 °C por 900 s (1 Hz y 0,02 % de esfuerzo de corte); d) barrido de frecuencia
desde 0,02 a 15 Hz en el rango de viscoelasticidad lineal (0,02 % de esfuerzo de corte); y e)
rampa de calentamiento desde 10,0 °C hasta 85,0 °Ca 5 °C/min (1 Hz y 0,02 % de esfuerzo de

corte).
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Resumen Final

Este trabajo de Tesis tuvo como objetivo principal el estudio estructural de los
polisacdridos que conforman la goma brea. Asimismo, se realizaron modificaciones quimicas
controladas sobre dichos polisacaridos y luego se caracterizaron reolégicamente tanto la
goma brea como sus productos modificados. Ademas se compararon sus propiedades
reoldgicas con las de la goma ardbiga. Este trabajo de Tesis incluye un capitulo introductorio,
tres capitulos de resultados y uno que contiene los materiales y métodos utilizados para la
realizacién de este trabajo. A continuacion, se resume la informacion detallada en cada uno

de los capitulos y los principales resultados obtenidos.

En el Capitulo 1 se presenta una introduccion general sobre las gomas mas utilizadas en
el mundo que se obtienen como exudados de plantas. Se presentan sus caracteristicas
estructurales en conjunto con sus principales usos industriales. Ademas, se presentan el arbol
Cercidium praecox de donde se extrae la goma brea y los antecedentes bibliograficos

existentes al momento de esta Tesis sobre esta goma.

El Capitulo 2 contiene los resultados del estudio estructural de los polisacaridos de la
goma brea tanto por métodos quimicos como métodos espectroscépicos. Los resultados
obtenidos mostraron que los polisacaridos de la goma brea son arabinoglucuronoxilanos de
un peso molecular promedio de 122 kDa, compuestos por una cadena central de unidades de
4)-B-b-Xilp-(1—. Estas xilosas de cadena se encuentran altamente sustituidas principalmente
en C-2 con unidades de B-D-xilopiranosa, a-L-arabinopiranosa, a- y B-L-arabinofuranosa, acido
a-D-glucurénico y acido 4-O-metil-a-D-glucurdnico y grupos acetilo. Las unidades de arabinosa
furandsica se encuentran formando pequefias cadenas laterales como sustituyentes de la
cadena principal mientras que el acido 4-O-metil-a-b-glucurdnico y acido a-b-glucurdnico se
encuentran como unidades terminales no reductoras o bien como cadenas cortas con las
unidades de arabinosa pirandsica como sustituyentes en la posicion C-2. Asimismo, se pudo
determinar que los grupos acetilo se encuentran principalmente enlazados al C-3 de las

unidades de xilosa de cadena cuya posicidn C-2 tiene unidos a los acidos urénicos.

En el Capitulo 3 se presentan los resultados obtenidos de la reaccidn de amidacion de
los acidos carboxilicos de los acidos urénicos que forman parte de los polisacaridos de la goma
brea. Se utilizdé el sistema que emplea una carbodiimida soluble en agua (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS). Se obtuvieron excelentes grados de amidacion con distintas aminas

primarias como propilamina, 1,4-diaminobutano y 3-dimetilaminopropilamina.
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Mediante el disefio estadistico de experimentos se pudo determinar que los factores
significativos que modulan el grado de amidacién de estos polisacdridos, en el rango
experimental estudiado, son la proporcion de los reactivos (EDC, NHS y amina), la

concentracién de la goma brea y el pH.

Por otro lado, se observé que al aumentar la proporcion de equivalentes de N-
hidroxisuccinimida se podia disminuir y hasta eliminar por completo el subproducto del tipo
N-acilurea que se obtiene debido al reordenamiento N—0 que ocurre en el intermediario de
O-acilisourea. Al utilizar mayores equivalentes de NHS se encontraron sefiales adicionales en
los espectros de RMN de 'H de los productos obtenidos, de las cuales no se habia encontrado
informacidn en la bibliografia consultada referida a la amidacién de polisacaridos. Se encontré
gue estas sefiales se originaban en productos secundarios derivados del aminoacido B-alanina
gue se generaba luego de una serie de reacciones a partir de la formacién de un aducto entre
la EDC y la NHS. Por medio de grupos hidroxilo o carboxilato libres del polisacarido, estos

subproductos podian quedar enlazados a los mismos.

Mediante la metodologia de la superficie de respuesta (MSR) con un disefio Box Behnken
se buscaron optimizar las condiciones experimentales de los reactivos empleados. Se pudo
encontrar un modelo de ajuste adecuado para el grado de amidacidon que permite predecir el

comportamiento de esta respuesta en funcién de los reactivos utilizados en la reaccion.

En el Capitulo 4 se exponen los resultados obtenidos de la caracterizacidon reoldgica de
la fraccion GB y de algunos de los productos obtenidos a partir de la misma, y fueron
comparados con las propiedades reoldgicas de la goma ardbiga. El sistema de
arabinoglucuronoxilanos altamente ramificados que constituyen GB presentd un
comportamiento de flujo pseudoplastico (no newtoniano) en soluciones acuosas de
concentraciones entre 1 % y 35 % m/v. Al comparar los resultados con la goma arabiga, se
pudo determinar que en soluciones de igual concentracién, GB presentaba generalmente
valores de viscosidad aparente un orden de magnitud mayores que los de esa goma,
especialmente a velocidades de deformacidon bajas o medias, a excepcién de las
concentraciones de 1 % y 2,5 % m/v cuyo comportamiento era similar. A altos valores de v,
los valores de viscosidad aparente y especialmente de n« resultaron parecidos. Se pudo

establecer que en comparacion con otras gomas comerciales, GB presenta valores de
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viscosidad menores aun a concentraciones mayores, a excepcion de la goma ghatti. Cabe

destacar que GB, al igual que la goma ardbiga, presenta una alta solubilidad en agua.

Al estudiar el comportamiento mecdnico de GB, se observd que estos polisacaridos
formaron una red tipo "gel débil" cuando se disolvieron en agua hasta una concentracién de
17,5 % m/v. En cambio, a una concentracion de 35% m/v, el comportamiento observado por
GB constituia una “solucion concentrada”, posiblemente por no haber suficiente cantidad de
moléculas de agua para una hidratacion completa de los polisacaridos. En contraposicion, las

soluciones de goma arabiga presentaron un comportamiento tipo solucion “semi diluida”.

Al estudiar el efecto de la temperatura sobre las soluciones de estas gomas, se
determindé que GB presentaba un gran aumento del médulo de almacenamiento G’ a mayores
temperaturas, lo cual indicaba la importancia de las interacciones hidrofdbicas en este

III

sistema. Ademads, se pudo ver que el sistema tipo “gel débil” formado por GB era
termorreversible, mientras que el comportamiento de la goma arabiga no variaba con los

cambios de temperatura.

Ademas, se determind que los productos derivados de GB por desacetilacion, reduccion
o amidacién con propilamina de los acidos urdnicos presentaban una menor viscosidad
aparente que la fraccion original, tomando valores similares y en varios casos menores que

los de la goma arabiga a igual concentracion.

Si bien las propiedades reoldgicas de la goma brea no son idénticas a las de la goma
ardbiga, cuando se compara con otras gomas comerciales, ambas muestran un
comportamiento cercano, lo que abre la posibilidad de que la goma brea pueda funcionar

como sustituto de la goma ardbiga.

En el Capitulo 5 se especifican los materiales utilizados en conjunto con los métodos

aplicados y desarrollados en el desarrollo de la Tesis.
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Hasta el momento, las distintas partes de este trabajo de Tesis dieron lugar a la siguiente

publicacion:

Frank Sznaider, Ana M. Rojas, Carlos A Stortz, Diego A. Navarro. “Chemical structure and
rheological studies of arabinoglucuronoxylans from the Cercidium praecox exudate brea

gum”. Carbohydr. Polym. 2020, 228, 115388. D0i:10.1016/j.carbpol.2019.115388.
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Figura 19. Espectro NOESY del producto reducido e hidrolizado GBRH en D,0.
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Figura 20. Espectro HSQC del producto reducido y desacetilado GBRD en D0.
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Figura 21. Espectro TOCSY del producto reducido y desacetilado GBRD en D;0.
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Figura 22. Espectro NOESY del producto reducido y desacetilado GBRD en D;0.
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Figura 23. Espectros HSQC del producto hidrolizado y desacetilado GBHD en D;0.

PR

F3.2

34

-38

3.8

4.0

4.2

4.4

4.6

4.8

5.0

5.2

5.4

rad .
T T T T T F T T H T T k] T T F T T T
55 54 53 52 51 50 48 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 56 35 34 33 32 341 ppm

Figura 24. Espectro TOCSY del producto hidrolizado y desacetilado GBHD en D,0.
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Figura 25. Espectro NOESY del producto hidrolizado y desacetilado GBHD en D;0.
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Figura 26. Espectro HSQC del producto reducido, hidrolizado y desacetilado GBRHD en D-0.
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Figura 27. Espectro TOCSY del producto reducido, hidrolizado y desacetilado GBRHD en
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Figura 28. Espectro NOESY del producto reducido, hidrolizado y desacetilado GBRHD en
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