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RESUMEN

Se caracterizaron dos oligosacaridos y el ntcleo del poli-
sacarido de la goma de Cedrela odorata. Las gomas
degradadas Ay B, se prepararon sucesivamente, a par-
tir de la goma original, mediante hidrélisis acida parcial
y degradacion de Smith. Los oligosacaridos se aislaron
por hidrélisis acida parcial de la goma degradada A. La
caracterizacion estructural se hizo mediante la combi-
naciéon de métodos clasicos para carbohidratos y espec-
troscopia de RMN bidimensional (TNTocsy y HMQC). Los
datos obtenidos demostraron la presencia, en los oligo-
sacaridos aislados, de 4-O- y 2,4-di-O-a-L-ramnosa, 2-
O-p-L-arabinopiranosa y 4-0-f-D-galactosa. El nucleo
esta constituido por 2-O-o-L-ramnosa, sustituida en posi-
cion 4, residuos de 3-0O- 3-D-galactosa, algunos de éstos
sustituidos en posicién 2. La caracterizacion de frag-
mentos mas simples, proporciona informacion relevan-
te para proponer un modelo estructural para el polisa-
carido complejo.

Palabras clave: Cedrela odorata. Exudado gomoso. Oli-
gosacaridos. Degradaciones de Smith. RMN bidimen-
sional.

SUMMARY

They were characterized two oligosaccharides and the
backbone of the polysaccharide from Cedrela odorata
gum. Degraded gums A and B were prepared successi-
vely, from original gum, by acids hydrolysis and Smith
—-degradation process. The oligosaccharides were isola-
ted by partial acid hydrolysis of degraded gum A. The
structural characterization was done by the combination
of the classical method for carbohydrates and two-dimen-
sional NMR spectroscopy (TNTocsy and HMQC). The data
support the presence of 4-O- and 2,4-di-O-a-L-rhamno-
se, 2-0O-p-L-arabinopyranose and 4-O-3-D-galactose in

the isolated oligosaccharides. On the other hand, the
nucleus is constituted by 2-O-a-L-rhamnose, substitu-
ted on position C-4, and 3-O-3-D-galactose residues,
some of them substituted on position C-2. The charac-
terization of simple fragments, provided a relevant struc-
tural information to propose a structural model of the
complex polysaccharide.

Key words: Cedrela odorata. Gum exudates. Oligosac-
charides. Smith-degradation. 2D-NMR techniques.

RESUM

Es caracteritzen dos oligosacarids i el nucli del polisacarid
de la goma de Cedrela odorata. Les gomes degradades
A i B es preparen successivament a partir de la goma ori-
ginal, mitjancant hidrolisi acida parcial i degradacié
d’Smith. Els oligosacarids s’aillen per hidrolisi acida par-
cial de la goma degradada A. La caracteritzaci6 estruc-
tural es realitza mitjancant la combinacié de métodes
classics per a carbohidrats i espectroscopia de RMN
bidimensional (TNTOCSY i HMQC). Les dades obtingu-
des demostren la preséncia, en els oligosacarids aillats,
de 4-0-i 2,4-di-O-a-L-ramnosa, 2-O-3-L-arabinopirano-
sa i 4-O-p3-D-galactosa. El nucli esta constituit per 2-O-
a-L-ramnosa substituida en posicio 4 i residus de 3-O-
p-D-galactosa, alguns d’aquests substituits en posicié
2. La caracteritzacié de fragments més senzills propor-
ciona informacio rellevant per proposar un model estruc-
tural per al polisacarid complex.

Mots clau: Cedrela odorata. Exsudat gomés. Oligosaca-
rids. Degradacions d’Smith. RMN bidimensional.
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INTRODUCCION

Las gomas, hidrocoloides, estan constituidos predomi-
nantemente por heteropolisacaridos acidos y un material
proteinaceo minoritario™. Las investigaciones realizadas
hasta el presente han demostrado la complejidad estruc-
tural del polisacarido aislado de gomas de Acacia®?,
Spondias™®y Anacardium®. El esqueleto central esta repre-
sentado por un $3-1,3-galactan; galactosa, arabinosa, ram-
nosa y acidos urénicos son constituyentes de las ramifi-
caciones estructurales.

El polisacarido, aislado de Cedrela odorata (Meliaceae),
tiene ciertos rasgos estructurales atipicos”. El nlcleo es
un ramnogalactan acidico. Los acidos urénicos estan pre-
sentes tanto en el nicleo como en las ramificaciones de
la estructura del polisacarido. Se ha descrito que el acido
B-D-glucurénico interno esta 4-O-enlazado®.

El aislamiento de oligosacaridos constituye una herramienta
valiosa para profundizar en el conocimiento de la estruc-
tura de estos polimeros complejos® ™.

El presente trabajo tiene como objetivo profundizar en el
conocimiento de los rasgos estructurales primarios de
la goma de C. odorata mediante el aislamiento y carac-
terizacion de dos oligosacaridos y de un producto de-
gradado, nucleo de la estructura, por la combinacion
de métodos quimicos y espectroscopia de RMN bidi-
mensional.

MATERIALES Y METODOS

Origen y purificacion de la goma

La goma de Cedrela odorata (Meliaceae), conocida en
Venezuela con el nombre vulgar de cedro, se colecté en
época no lluviosa (enero-marzo de 2006), en periodos varia-
bles (8-15 dias), de arboles ubicados en el Consejo de
Ciruma, Municipio Miranda, Estado Zulia, Venezuela. Se
estimulé la produccién de la goma mediante la practica de
heridas, a nivel del tronco, de los especimenes en estu-
dio. La goma colectada, muy soluble en agua, se purificé
por disolucioén, didlisis y liofilizacion.

Preparacion de los Productos Degradados

Goma Degradada A

La goma pura (13 g) se traté con acido sulfirico (5 mM,
526 mL, 96 h, 100 °C). Se neutralizé con carbonato de bario,
se filtr6 y dializ6 contra agua destilada (2L) y posterior-
mente, contra agua de chorro circulante (48 h). El produc-
to degradado se obtuvo por liofilizacién (4,39 g). El diali-
zado en agua destilada se concentr6 para su posterior
estudio por cromatografia de papel.

Goma Degradada B

La goma Degradada A (3 g) se disolvié en agua destilada
(88 mL), se le anadio una solucion de metaperyodato de
sodio (0.5 M, 88 mL). La oxidacion se llevé a cabo en la
oscuridad, a temperatura ambiente (96 h). La reaccién
redox se detuvo con etilenglicol y se dializé contra agua
de chorro circulante (48 h). El polimero oxidado se redujo
con borohidruro de sodio (2.9 g, 30 h) y se dializ6é contra
agua de chorro circulante (48 h). La solucién se acidific
con acido sulfarico (1M), para efectuar la hidrdélisis (0.5M,
48 h, 25 °C); a continuacién se dializé contra agua de cho-
rro circulante (48 h). La goma degradada B se obtuvo por
liofilizacién (0,66 g).

Aislamiento y caracterizacién de los oligosacaridos

Los oligosacaridos se aislaron por hidrolisis acida parcial
de la goma degradada A (H.SO., 0.25 M, 1 h, 100 °C) y se
caracterizaron por su movilidad cromatografica, compo-
sicién de azucares, analisis de metilacion y RMN bidi-
mensional (TNTocsy y HMQC). En el andlisis cromatogra-
fico se usé el sistema de solventes: acetato de etilo,
anhidrido acético, acido formico y agua (18:3:1:4).

Analisis de Metilacion

La goma colectada y purificada se permetilé siguiendo la
metodologia descrita”" . El polisacarido permetilado se
hidrolizé, redujo con borohidruro de sodio y acetilé para
obtener la mezcla de acetatos de alditol; ésta se inyecté
en un cromatégrafo de gases Perkin-Elmer Autosystem,
acoplado a un espectrémetro de masas, provisto de una
columna de vidrio (152,4 x 2mm) empacada con OV-225 al
3 %, como fase estacionaria. Se emple6 un programa iso-
térmico (170 °C, 20 min.) y una rampa de temperatura
(5 °C/min) hasta alcanzar la temperatura maxima (200 °C).
Las temperaturas del inyector y detector fueron iguales
(250 °C). Los tiempos de retencion se refirieron al valor
correspondiente del 1,5-di-O-acetil-2, 3,4,6-tetra-O-metil-
D-galactitol (35,813 min).

Espectroscopia de RMN

Los espectros bidimensionales se corrieron en un espec-
tréometro Avance DRX-400 operado a 100572 MHz y 399944
MHz para "°C y 'H, respectivamente. Los estudios incluye-
ron una técnica homonuclear, TNTocsy, y otra heteronu-
clear HMQC. Las muestras (50-100mg) se disolvieron en
agua deuterada (0.5-1.0 mL); los datos se acumularon a
una temperatura de 25 °C y el célculo de los desplaza-
mientos quimicos se hizo en funcién de la senal del tetra-
metilsilano (Me.Si).

RESULTADOS Y DISCUSION

La goma original de Cedrela odorata esta constituida por
residuos de galactosa, arabinosa, ramnosa y acidos uré6-
nicos™.

La degradacién, mediante hidrdlisis acida parcial de este
polimero, permitié el aislamiento de dos oligosacaridos,
los cuales se caracterizaron por andlisis de metilacién y
espectroscopia de RMN bidimensional.

El oligosacarido 1, con una movilidad cromatografica Rgal
0.22 (a), (solvente acido) esta constituido por galactosa,
arabinosa y ramnosa. El analisis espectral bidimensional,
TNTocsy y HMQGC, Figs. 1y 2, revelé la presencia de resi-
duos de 4-0- y 2,4-di-O-a-L-ramnosa. El espectro TNTocsy,
Fig. 1, muestra multiples senales que relacionan los pro-
tones metilicos de a-L-ramnosa (1.12 ppm) con los proto-
nes anoméricos, i.e. 5.1, 5.0 y 4.45 ppm. El protén a 5.1
ppm se une directamente a un carbono reductor (92.3 ppm),
Fig. 2, mientras que los H-1 (5.0 y 4.45 ppm) corresponden
a carbonos anoméricos, en dos ambientes diferentes, que
resuenan a 100.3 y 102.0 ppm, respectivamente. Se obser-
va también en el espectro TNTocsy, Fig. 1, las correlacio-
nes 1.12/4.0 y 1.12/3.86 ppm; los protones a 4.0 y 3.86 ppm
se enlazan con carbonos (78.6; 79.6 ppm), Fig. 2, asigna-
bles a C-2 de 2-0-u-L-ramnopiranosa". La mayoria de los
sistemas de spin correspondientes a residuos de a-L-ram-
nosa evidencian correlaciones que involucran al protén
que resuena a 3.13 ppm. El espectro HMQC, Fig. 2, reve-
la que este protén se une a un carbono (a 82.2 ppm) asig-
nado al C-4 enlazado de o-L-ramnosa”. Estos resultados
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Figura 2. Espectro HMQC del oligosacarido 1, Rgal 0,22 (a).
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TABLAI

Datos de metilaciona de la goma de Cedrela odorata
y sus productos degradados.

Azucar metilado | G.O. |Deg. A|Deg. B| Tipo de enlace
2,3,5-Mes-Ara 0.868 | 0.867 | 0.865 | Ara:(1—
2,3,4-Me;s-Ram, - - 0.585 | Ram,(1—
2,3,4-Mes-Ara, | 0.896 | 0.903 [ - Ara, (1—
3,5-Me:-Ara 0.939( - - —2) Ara; (1—
2,5-Me:-Ara; 0.948 | 0.934 - —3) Ara; (1—
3,4-Me-Ram, - - 0.962 | —2)Ram.(1—
2,3-Me,-Ram, 0.965 | 0.948 | - —4)Ram, (1—
3,4-Me:-Ara, 0.974 | 0.961 - —2) Ara, (1—
2,3,4,6-Me.-Gal 1 1 1 Gal, (1=
3-Me-Ram, 1.036 | 1.015 - 2,4) Ram, (1—
3-Me-Aras 1.044 | 1.034 - 2,5) Ara; (1—
2,3,6-Me:-Gal 1.064 [ 1.048 | - —4)Gal, (1=
2,4,6-Me;-Gal - - |[1.062]| —3)Gal(1—
3,4,6-Me;-Gal 1.069 | 1.059 - —2)Gal (1—
4,6-Me.-Gal - - [1111] 23)Gal(1—
3,6-Me.-Gal 1120 | 1.110 | - 2,4)Gal (1—
3,4-Me»-Gal, 1159 | - - 2,6) Gal (1—

* Tiempos de retencion relativos al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6,-
tetra-O-metil galactitol (Tr 35,813 min). G.O. = goma original.
Deg. A = goma degradada A. Deg. B = goma degradada B.
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Figura 3. Perfil cromatografico de los acetatos de alditol del
oligosacarido 2, Rgal 0,78 (a).
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Figura 4. Desplazamientos quimicos de los residuos de 4-
0O-p-D-galactosa presentes en el oligosacarido 2.

Figura 5. Desplazamientos quimicos de los residuos de 2-
O-p-L-arabinopiranosa constituyentes del oligosacarido 2.

espectroscoépicos estan en concordancia con el andlisis
de metilacién, Tabla 1, correspondientes a las gomas ori-
ginal, degradadas A y B. Los residuos 4-O- y 2,4-di-O-o-
L-ramnopiranosos estan presentes en la goma original de
C. odorata. La presencia de residuos de 4-O-oa-L-ramno-
sa se ha reportado previamente para la goma en estudio”.
El oligosacarido 2, con una movilidad cromatografica Rgal
0.78 (a), (solvente acido), tiene una composicién quimica
similar al oligosacarido 1; esta constituido por residuos de
galactosa, arabinosa, y ramnosa. El analisis de metilacion
revel6 el predominio de residuos de -D-galactosa (termi-
nales y 4-O-enlazados), Fig. 3, con patrones de fragmen-
tacion caracteristicos para este tipo de residuos, Tabla 2.
El analisis espectroscépico bidimensional (TNTocsy y
HMQC) evidencié las correlaciones correspondientes a
residuos de 4-O-3-D-galactosa (15), Fig. 4, y 2-O-p-L-ara-
binopiranosa (16), Fig. 5.

La goma degradada B, ntcleo de la estructura, esta cons-
tituida por galactosa, ramnosa y acidos urénicos”. El ana-
lisis de metilacion de este polimero degradado, Tabla 1,
revela que la ramnosa interna esta 2-O- enlazada, proba-
blemente sustituida en posicién 4, en concordancia con
los datos de metilacion correspondientes a las gomas ori-
ginal y degradada A, y el analisis espectroscépico de los
oligosacaridos 1y 2. Por otra parte, el andlisis de los ace-
tatos de alditol de la goma degradada B demuestra que,
en el nucleo, predominan los residuos de 3-O-3-D-galac-
tosa, algunos de los cuales estan sustituidos en posicion 2,
Tabla 2. El espectro HMQC, Fig. 6, muestra la mayoria de
las correlaciones para los residuos de 3-O-3-D-galactosa.
Los datos estructurales obtenidos permiten proponer un
posible modelo para el nucleo de la goma de C. odorata,
Fig. 7.
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TABLAII

Patrones de fragmentacion caracteristicos para los
residuos de galactosa terminal y 4-O-enlazada
presentes en el oligosacarido 2.

Aziicar metilado| Tr' Tipo de Fragmentos
enlace caracteristicos (m/z)

2,3,4,6-Me~Gal| 1.00 |Galp (1~ 59,71,87,101%,117,129,145,161, 205

2,3,6-Mes-Gal | 1.059 |- 4)Galp (1~ | 87,101,117,129,233

*Tiempos de retencion relativos al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6,-tetra-O-metil galactitol
(. 35,813 min).

CONCLUSIONES

El analisis espectral y los datos quimicos proporcionados
por los oligosacaridos 1 y 2 revelaron la presencia, en las
ramificaciones, de 4-O- y 2,4-di-O-a-L-ramnosa, 2-O-3-L-
arabinopiranosa y 4-O-3-D-galactosa. Los residuos de o-
L-ramnosa internos se encuentran 2-O-enlazados, con
ramificaciones en posicion 4; en el niicleo, predominan los
residuos de 3-O-3-D-galactosa, algunos de éstos susti-
tuidos en posicion 2.

La caracterizacion de fragmentos menos complejos del
polimero, proporciona informacion valiosa acerca de la
estructura de todo el polisacarido.
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