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Resumen

La ruptura selectiva de los enlaces uronosil, por el método de decarboxilacion-acetoxila-
cion, se aplico al polisacarido de la goma de Cercidium praecox con la finalidad de recabar infor-
macion acerca de los residuos de acidos urénicos internos. La secuencia de reacciones (saponi-
ficacién, acetoxilacion y ruptura reductiva) aplicada a la goma del polisacarido permetilado,
permitio obtener oligbmeros con residuos de xilitol internos (2,3-di-O-metilxilitol) los cuales co-
rresponden a los residuos de acido urénico modificados. El analisis de los acetatos de alditol,
por cromatografia gas-liquido, permitié confirmar la presencia de L-arabinofuranosa (3-O-en-
lazaday terminal) y D-xilopiranosa (4-O-y 2,4-di-O-substituida) en la estructura del polisacari-
do. Los resultados obtenidos indican que los residuos de acido glucurénico internos estan
4-0O-enlazados.
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Chemical modification of the internal uronic acids
in the polysaccharide from Cercidium praecox gum

Abstract

A selective cleavage of glycosyluronic acid linkages, by decarboxylation-acetoxylation, has
been applied to the polysaccharide from Cercidium praecox gum in order to obtain information
about the internal uronic acid residues. The reaction sequence (saponification, acetoxylation
and reductive cleavage) applied to the permethylated polysaccharide gum led to obtain oligo-
mers with internal 2,3-di-O-methylxylitol which correspond to the modified uronic acid resi-
dues. On the other hand, analysis of alditol acetates, by gas-liquid chromatography, led to con-
firm the presence of L-arabinofuranose (3-O-and terminal) and 4-O-and 2,4-di-O-substituted
xylose residues in the polysaccharide structure. It was demonstrated that the internal glucuro-
nic acid residues are 4-O-substituted.
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Introduccion

Las gomas aisladas de plantas que cre-
cen en regiones tropicales, son sistemas he-
terogéneos de gran complejidad estructural.
Se ha demostrado que estos sistemas estan
constituidos, principalmente por una frac-
cion glucidica tipo arabinogalactan (AG) y
un material proteinaceo, representado por
el complejo arabinogalactan-proteina, glico-
proteinas y péptidos (1). La fraccion glucidi-
ca de muchas gomas de especies localizadas
en regiones tropicales se han estudiado con
rigurosidad, por la aplicaciéon de métodos
tradicionales y estudios de 1D y 2D RMN, en
especial, las investigaciones relativas a la
goma de Acacia senegal (2). El interés espe-
cifico de estas investigaciones se relaciona
con el amplio uso de la goma arabiga como
aditivo en la industria alimentaria y farma-
céutica (3).

Se han reportado datos analiticos y
rasgos estructurales de varias gomas, de es-
pecies localizadas en Venezuela (4-6). Los
estudios estructurales se han apoyado en
una combinacion de métodos quimicos, es-
pecificos para carbohidratos, con la espec-
troscopia 1D y 2D RMN. La proposicion ine-
quivoca del modelo estructural de un hete-
ropolisacarido acido es muy dificil. Se ha re-
comendado, el aislamiento y la caracteriza-
cion de oligosacaridos, lo cual facilita una
mejor aproximacion al modelo estructural
propuesto (7).

El aislamiento de los oligosacaridos,
por hidroélisis acida 6 enzimatica del polisa-
carido, proviene generalmente de las ramifi-
caciones del polimero. De esta forma se han
aislado oligosacaridos que involucran resi-
duos de acidos urénicos internos, de los
exudados gomosos provenientes de diferen-
tes especies, actuando como glicones (5,6).
Sin embargo los enlaces uronosil donde los
residuos acidos actuan como aglicones, si
son vulnerables a las condiciones de hidroli-
sis. Se ha reportado, como una alternativa,
la aplicacion de métodos especificos endoge-
nos, tales como, la reaccion de la 5-hexeno-

sa, el método de decarboxilacion-acetoxila-
cion y el rearreglo de Hofmann-Curtius
(8-10). Esta metodologia se ha aplicado con
éxito en las gomas de Anogeissus leiocarpus
(leiocarpan A) (9), Acacia senegal (10), Ana-
denanthera colubrina (angico branco) (11) y
Cedrela odorata (12). Mediante estos méto-
dos de ruptura selectiva de los enlaces uro-
nosil, se modifica el residuo acido involucra-
do en el enlace, para hacerlo resistente a la
ruptura y asi poder aislar oligosacaridos,
donde se retiene la informacion relativa al
carbono secundario involucrado en el enla-
ce, el tipo y secuencia de azucares unidos a
este residuo acido.

La goma de Cercidium praecox involu-
cra un heteropolisacarido atipico, constitui-
do por residuos de xilosa y acidos urénicos,
como esqueleto central de la estructura.

Este trabajo se refiere a la ruptura se-
lectiva de los enlaces uronosil, presentes en
la goma de Cercidium praecox, por el método
de decarboxilacion-acetoxilacion.

Materiales y Métodos

Origen y purificacion de la muestra

Se seleccionaron los especimenes de
Cercidium praecox (R&H) Harms (yabo, palo
verde), ubicados en los jardines de la Facul-
tad de Humanidades y Educacion de La Uni-
versidad del Zulia. La estimulacién para pro-
duccion de la goma, por practica de heridas,
a nivel del tallo, se hizo en época no lluviosa
(Enero-Marzo, 2004) y se colecto6 en periodos
variables (8-15 dias).

La goma colectada (3g), se limpi6é ma-
nualmente, y se disolvié en agua destilada
(100 mL). La soluciéon se filtré, por papel
Whatman N° 41 y se dializo, contra agua de
chorro circulante (48 h), para la remocion de
productos de bajo peso molecular. La goma
purificada se obtuvo por liofilizacion (Liofili-
zador Labconco Freeze-Dryer 8), a presion y
temperatura controladas, previa congela-
cion mediante una mezcla frigorifica aceto-
na-hielo seco.
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Metilacion de las gomas

La goma de C. praecox (300 mg), se me-
tilo aplicando sucesivamente los Métodos de
Haworth (14) e Irving-Purdie (15), para ga-
rantizar la eterificacion total de los grupos
hidroxilos primarios y secundarios de los di-
ferentes residuos de azucares. La goma per-
metilada (50-70 mg), se obtuvo como un
precipitado blanco amorfo. Este proceso se
llev6 a cabo varias veces, con la finalidad de
acumular suficiente goma permetilada para
las reacciones sucesivas.

Saponificacion de los productos
permetilados

El polisacarido permetilado esterifica-
do (200 mg) se saponifico siguiendo la meto-
dologia descrita por Aspinall y Puvanesara-
jav (9). La muestra saponificada se obtuvo
como un precipitado blanco amarillento
amorfo (180 mg).

Preparaciéon de
5-acetoxipentapiranésidos a partir
del polisacarido permetilado acido

El polisacarido permetilado acido (180
mg) se colocé en una mezcla de benceno (10
mlL) con piridina (0,2 mL); se agreg6 tetrace-
tato de plomo (1 g) y se reflujoé (24 h) (9). La
mezcla de reaccion se filtré y el precipitado
se lavo con benceno; la combinacion de fil-
trados y lavados se mezcl6 varias veces con
agua, se seco sobre sulfato de sodio anhidro
y se redujo en volumen para obtener los poli-
sacaridos acetoxilados (100mg).

Fragmentacion reductiva
del polisacarido acetoxilado

El polisacarido acetoxilado (150 mg) se
disolvi6 en una mezcla de tetrahidrofura-
no-agua (1:1,3) y se traté con borohidruro
de sodio (100 mg, 25°C, 15 h). El exceso de
borohidruro se eliminé con acido acético y
se anadio la resina intercambiadora Amber-
lite IR-H' (pH 5). La solucién se traté varias
veces con metanol, el cual se eliminé en un
rotavapor BUCHI RE-110, conectado a un
sistema de vacio, a temperatura adecuada

(40°C), para obtener la mezcla de oligosaca-
ridos con un residuo pentitol terminal (9).

Aislamiento de los oligomeros obtenidos

a) Benzoilacion de la mezcla de oli-
gomeros

La mezcla de oligomeros obtenidos en
la etapa anterior, se obtuvo en pesos varia-
bles. Se disolvié la mezcla de oligomeros (50
mg) en piridina (2 mL), se agreg6 cloruro de
benzoilo (0.25 mL, 0°C) y se mantuvo a tem-
peratura adecuada (25°C, 24 h). Se adicion6
hielo a la mezcla de reaccion y coloc6 en un
recipiente con agua. Se extrajo con dicloro-
metano (100 mlL). La capa organica se lavo
varias veces con bicarbonato de sodio y se
redujo a sequedad en rotavapor (9).

b) Cromatografia de gel filtracién

La mezcla de oligomeros benzoilados
obtenidos en la etapa anterior, se cromato-
grafi6 en una columna de vidrio (27 x 1,3
cm), empacada con Fractogel TSK HM-65
(S), usando diclorometano como eluyente. El
perfil de eluciéon a 230 nm, mostroé diferentes
fracciones (oligémeros), las cuales se aisla-
ron y caracterizaron.

c) De-O-benzoilacion de los oligéme-
ros aislados

Los oligomeros benzoilados aislados, se
trataron con metéxido de sodio recién prepa-
rado (disolucion de sodio metalico, 43 mg en
metanol grado HPLC, 1 mL). Se anadi6 la re-
sina intercambiadora Amberlite IR-H", se fil-
tro la mezcla de reaccion y se redujo en volu-
men para obtener los oligomeros de-O-ben-
zoilados.

Caracterizacion de los oligosacaridos
aislados por cromatografia gas-liquido
(C.G.L.)

Los acetatos de alditol de los oligomeros
aislados se prepararon como se ha reportado
para otras gomas (12). La mezcla de los ace-
tatos de alditol, obtenida para cada oligome-
ro, se inyecté en el cromatégrafo de gases
Perkin-Elmer Autosystem, provisto de una
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columna de vidrio (152,4 x 2 mm) empacada
con OV-225 y ECNSS-M al 3%, como fase
estacionaria. Se emple6 un programa isotér-
mico (170°C, 20 min.) y luego una rampa de
temperatura (5°C) hasta alcanzar la tempe-
ratura maxima (200°C). Las temperaturas
del inyector y detector se ajustaron (250°C).
Los tiempos de retencion se refirieron al va-
lor correspondiente del 1,5-di-O-acetil-2, 3,
4, 6-tetra-O-metil-D-glucitol (10).

Espectroscopia de Infrarrojo (I.R.)

La culminaciéon satisfactoria de cada
una de las etapas en la secuencia de reaccio-
nes, se comprobo por i.r. en un espectrofoto-
metro infrarrojo con Transformada de
Fourier, modelo FTIR-8300, marca SHI-
MADZU.

Resultados y Discusion

La goma original de Cercidium praecox
esta constituida por xilosa, arabinosa y aci-
dos urénicos (13,16). La ausencia de galac-
tosa, componente predominante en la ma-
yoria de las gomas investigadas (4-6), cons-
tituye un rasgo atipico. Los acidos urénicos
estan representados por el acido glucuroéni-
coy su 4-O-metil éter; estos ultimos existen
parcialmente neutralizados en concordan-
cia con el alto contenido de ceniza (6%) (17).

El espectro de i.r. de la goma de Cerci-
dium praecox (Figura 1) muestra las vibra-
ciones de alargamiento y de flexion (cm™), ca-
racteristicas de los grupos funcionales OH-
(3500), C-H (1375), C=0 (1645)y C-O (1080),
presentes en las estructuras de estos polisa-
caridos acidos. El proceso de metilacion de
la goma tiene por objeto eterificar los grupos
—-OH secundarios y primarios libres; este
proceso puede estar acompanado de la este-
rificacion de los grupos -COOH, presentes
en la molécula del polisacarido (Figura 2).

El espectro de i.r. de la goma permetila-
da (Figura 3) confirmo que se llevé a cabo con
éxito, el proceso de eterificacion; desaparecio
la banda de —OH (3000) caracteristica de los
grupos hidroxilicos primarios y secundarios
del anillo. La banda correspondiente al C=0
de éster (1720) tiene poca intensidad. Se ha
descrito que las moléculas de ésteres tienden
a adoptar una conformacion en el equilibrio,
en la cual el momento dipolar del enlace C=0,
se encuentra disminuido (18); ademas, dada
la complejidad del polimero, efectos estéricos
podrian contribuir con este hecho. Esta ban-
da de baja intensidad se observo también en
el espectro de la goma permetilada de Cedrela
odorata (12).

Durante el proceso de saponificacion
los grupos -COOH esterificados se regene-
ran por tratamiento con una base fuerte
(NaOH), y posterior acidificacion (pH 4) (Fi-
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Figura 1. Espectro de I.R. de la goma original de Cercidium praecox.
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Figura 2. Secuencia de reacciones del Método de Decarboxilacion-Acetoxilacion.
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Figura 3. Espectro de L.R. de la goma permetilada de Cercidium praecox.
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Espectro de LR. de la goma acetoxilada de Cercidium praecox.

gura 2). La reaparicion de las bandas de
alargamiento de —OH (3500) y de C=0 (1645)
de acido en el espectro de i.r., demostro que
el proceso de saponificacion se llevo a cabo
completamente (Figura 4).

La reaccion de acetoxilacion, (Figura 2)
acompanada de un proceso de decarboxila-
cion oxidativa, produce derivados tipo 5-a-
cetoxipentapiranosidos. El espectro de i.r.
(Figura 5) muestra la desaparicion simulta-
nea de las bandas de alargamiento del -OH
(3500) y -C=0 de los grupos acidos -COOH
(1645). La baja intensidad de la banda del
carbonilo -C=0 del grupo acetoxi (1722) po-

dria estar relacionada con efectos estéricos
y/o con la disminucion de la polaridad del
enlace C=0, como se describi6 para la goma
permetilada esterificada (Figura 5) (18).

El polisacarido acetoxilado se redujo
con borohidruro de sodio. La pentodialdosa
intermediaria terminal, bajo las condiciones
experimentales usadas (NaBH,, 100 mg,
25°C, 15h), no se transformo totalmente en
el residuo pentitol. Las bandas debidas al
alargamiento del C-H (2780, Resonancia de
Fermi) y del C=0 de aldehido (1692), son in-
dicadores de este hecho. Sin embargo, la
aparicion de la banda ancha e intensa de
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Figura7. Espectro de L.R. de la mezcla de oligémeros benzoilados.

(-OH) (3500) de los nuevos grupos (-CH,OH)
sugiere la formacion de los oligomeros pen-
titoles (Figura 6).

Los oligomeros se aislaron de la mezcla
obtenida, previa preparacion de los deriva-
dos benzoilados. El espectro dei.r. evidencia
la formacion de estos derivados (Figura 7).
El perfil de elucién de la mezcla de oligome-
ros benzoilados de la goma investigada, se
obtuvo por cromatografia de exclusion (Fi-
gura 8). La absorbancia de las diferentes ali-
cuotas se midi6 por espectroscopia de U.V.
(A, 230 nm). Se observo la presencia de tres
oligomeros principales para la goma de Cer-

cidium praecox, a volumenes determinados
(5,12 y 19 mL). Las fracciones de mayor vo-
lumen de elucion (25-80 mL), no se resolvie-
ron bajo las condiciones experimentales em-
pleadas.

Los oligomeros aislados se de-O-ben-
zoilaron, por accién del metoxido de sodio
(Figura 2), se hidrolizaron y transformaron
en los correspondientes acetatos de alditol y
se identificaron mediante cromatografia
gas-liquido. Los tiempos de retencion se re-
lacionaron con el 1,5-di-acetil-2, 3, 4, 6-te-
tra-O-metil-D-glucitol (Tabla 1) (10).
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Figura 8. Perfil de elucion de la mezcla de oligémeros benzoilados de la goma de Cercidium praecox.

Tabla 1
Analisis de metilacion de los oligémeros aislado de la goma de Cercidium praecox.

O-Metil Azucares Tra (min) Tipo de Enlace
2,3,5-Me,-Araf 0,45 Araf (1 —»
2,3,4-Me,-Xilp 0,60 Xilp(1—>

2,5-Me,-Araf 0,78 —>3)Araf (1 —
2,3-Me,-Xil 1,45 >4 Xip (11—
3-Xil 2,07° >4 Xilp(1-—>

r

2

aTr relativos al 1,5-diacetil-2,3,4,6-tetrametil-D-glucitol, empleando una columna OV-225, 3%.

bFase estacionaria ECNSS-M, 3%.
Referencia 19.

El analisis de metilacion de los oligo-
meros aislados de la goma de C. praecox (Ta-
bla 1), confirmé la presencia de ¢-L-arabino-
furanosa (terminal y 3-O-enlazada), lo cual
se corresponde con las evidencias quimicas
y espectroscopicas reportadas (13). La pre-
sencia de xilosa 2,4-di-O-sustituida sugiere
que las cadenas laterales o residuos termi-
nales se unen al C-2 de los residuos 4-O-D-
xilopiranosos internos constituyentes de la
estructura (13). El analisis por cromatogra-

fia gas-liquido permitié detectar un solo tipo
de xilitol di-O-sustituido, el 2,3-di-O-me-
tilxilitol, obtenido por modificaciéon de los
grupos COOH, lo cual sugiere que el carbono
4, de los residuos de acido glucuronico inter-
nos, se encuentra involucrado en el enlace
glicosidico. Este resultado se ha reportado
para la goma de Cedrela odorata (12). La au-
sencia de 2,4-di-O-metilxilitol evidencia que
los residuos de acidos urénicos internos no
se encuentran 3-O-enlazados.
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Conclusiones

Los resultados discutidos anterior-
mente confirman los rasgos estructurales
relevantes del polisacarido de la goma de
Cercidium praecox (14). Se demostré que los
residuos de acido glucurénico internos
estan 4-O-enlazados y se confirmé la pre-
sencia de residuos L-arabinofuranosos en
las ramificaciones, unidos probablemente al
C-2 de los residuos 4-0O-D-xilopiranosos in-
ternos constituyentes de la estructura.
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