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1.0. INTRODUCCION.

Los é&teres celuldsicos son polimeros que tlenen una gran
variedad de aplicaciocnes. Una de las propledades mas importantes
que deben tener para poder ser utilizades, es su resistencia a la
degradacién a través del tiempo. Esta es provocada por el ataque
de microorganismos mediante mecanismos enzimAticos.

Se han desarrolladeo numerosos estudios con respecto a los
factores relacionados con la resistencia a la degradacioén
enzimatica de los éteres celulésicos. Se ha establecido que existe
una estrecha relaclén entre el grade de resistenclia a la
degradacidén y la uniformidad de la sustitucién sobre los grupos
hidroxilo en las unidades de anhidroglucosa de la cadena $.2.8

En este trabajo se propone un método viscosimétrico para
evaluar en forma comparativa el grade de resistencia a la
degradacién enzimatica de los éteres celulésicos 4. Para efectuar
las determinaciones se eligliéd a la hidroxietilcelulosa CHEC),
debido a que es un derivado no iénico y a su comportamiento en
solucidn.

Mediante la Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de
Carbono-13 del polimero no degradade, se obtuvo informacién saobre
la sustitucién a lo largo de la cadena glicosidica; y ésta se
relaciond con los resultados obtenidos en la determinacién de

resistencia enzimatica.

La tesis consta de siete capftulos. En el primer capitulo se
hace una introduccidén al tema, A partir de ésta, se plantean los
objetivos generales que se presentan en el siguiente capitulo.

Los antecedentes teéricos relacionados con la celulesa y sus
derivados; asi como los aspectos espectroscédpicos inherentes -a
é#stos, se presentan en el tercer capitulo.



En primer término =se hace una revisidn breve de las
caracteristicas y propledades de la celulosa y sus derivados; as{
como de sus procesos de sintesis y del control del peso molecular
d.a los preductos. La segunda seccién del capitulo resume las
caracteristicas, los procesocs de sintesis y los usos de la
hidroxietilcelulosa. A continuaci¢n se trata lo relacionado con la
degradacidn enzimitica de éste polimero. Es aquli donde se describe
el principic del método que evalta la resistencia enzimitica y se
explican los modelos que correlacionan la sustitucién global en la
molécula de cualquier éter derivado de la celulosa y su
resistencia a la degradacién enzimatica

Las sigulientes secciones del cnpl!.uio comprenden los aspectos
relacionados con la Espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear., Se presentan sus fundamentos y se explican algunas de las
caracteristicas de la Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13.
Se discuten brevemente los parametros inherentes a un experimento
de RMN-"C; asl como los factores que afectan la obtencién de
espectros, Ademds, se hace una descripcidén de las principales
caracteristicas espectrales de algunos compuestos, cuyos grupos
funcionales estan contenidos en los éteres de celulosa.
Finalmente, se describen los modelos que expllican el
desplazamiento quimico en la hidroxietilcelulosa y las
asignacicnes de sus seffales on el espsctro.

En el cuarto capitulc se describe el procedimiento seguido
para realizar las determinacicnes de resistencia a la degradacion
enzimAtica y para obtener los espectros de rRMN-""C.



La discusién de los resultados experimentales, a partir de la
interpretacién y el manejo de los datos oblenides con las curvas
de degradacisn enzimatica y los espectros de RMN-"C. s presenta
on el capitulo cince. Se describe detalladamente ol tratamiento de
datos con los resultados cbtenidos en cada método para la HEC-3 y
se explican las diferencias y similitudes con el resto de las
muestras,

Posteriormente se establecen las correlaciones entre el grado
de resistencia a la degradaclén enzimitica y la sustitucién en la
molécula; en base a los valores de grado de sustituciédn global y
de sustitucién en el grupo hidroxilo primario de la cadena lateral
C(C-8). Se discute acerca de la influencia del pesc molecular en
cada una de las muestras.

Las conclusicones del trabajo experimental se establecen en el
capltulo seis.

El capitulo siete comprende las referencias bibliograficas.



2.0 OBJETIVOS.

1) Establecer un método para evaluar el grado de resistencia
a la degradacién enzimitica de los éteres celuldsicos.

2) Encontrar una correlacién entre el grado de resistencia
a la degradacién enzimatica y la sustitucidén en la
estructura primaria de los éteres celulésicos,



Las areas cristalinas tienen patrones de difracciédn
distinguibles, mientras que las zonas amorfas generan diagramas de
Rayos X difusos.

HO‘CH;

sesovons,

CH:OH OH CH:OH

Figura {, Enlace de hidrégeno intramolecular en la molécula
de celulosa entre el grupo hidroxilo en el Atomo

de carbono 3 y el oxigeno del antillo.

Otra propledad importante de la celulosa es el hinchamiento
de la molécula. Este fenémenc reduce acentuadamente la
cristalinidad y, por ende. aumenta la disponibllidad de de los
grupos funcionales reactivos en la molécula. La capacidad de los
disolventes para hinchar la molécula de celulosa aumenta en el
orden siguiente:

solvente orginico ¢ agua < sales ¢ Adcidos ¢ bases.

Las celulosas alcalinas no reasumen su estado natural después
de ser lavadas y secadas, pero tienden a establecerse bajo 1la
estructura termodinamicamente mas estable. Estas se emplean en la
produccién de derivados como la carboximetilcelulosa CCMC) y la
hidroxietilcelulosa CHEC. ’



En 1la slgulelnte tabla se presentan algunas propiedades

fisicas de la celulosa:

TABLA I

PROPIEDADES FISICAS DE LA CELULOSA

PROPIEDAD VALOR

Gravedad Especifica en agua 1.804-1.609
Cristalinidad Promedio:
Cruda 70 %

Regenerada . 40 %

Densidad Cpor Rayos X2

Porcién Cristalina 1.800-1.630
Porcién Amorfa 1.482-1, 488
Calor Especifico 1.a2 J/g"C




3.1.8, ESTRUCTURA QUIMICA,

La celulosa es un pdlimero de la D-glucosa. En su

configuraciédn, existen enlaces entre unidades de glucosa de tipo

1.4--glicosi{dico. Su representacidn estructural es la siguiente:

Figura 2. Representactbdn estructural de la celulosa:
a’ Estructura de MHaworth.

b Representactién Conformacional.

La estructura de la celulosa se ha corroborado debido a que
su hidrélisis en medic acido conduce a la formacién de D-glucosa.
y su tratamiento con anhidrido acético y aAcido sulfurico produce
lo cual corrobora que los enlaces entre las

- octa-O-metilcelobliosa;
Este tipo de enlaces.

unidades de D-glucosa son f3-glicos{dicos.
distribuidos de manera uniforme a lo largo de la molécula,

confieren una estructura lineal a las cadenas que la conforman.



La metilacién exhaustiva del algodén Cque es una fibra
natural formada principalmente por celulosad produce
2,3,8-tri-0O-metil-D-glucosa., De aqui se inflere que las posiciocnes
reactivas en las unidades de anhidroglucosa CAHG) de la molécula
@estan en los 4tomos de carbono de las posiciones 2,3 y 5. mientras
que los carbonos 1.4 se encuentran formando el enlace glucosidico.
El carbono B es un carbono hemiacetalico.

En las posiciones reactivas, cada anillo de anhidroglucosa
tiehe grupos hidroxilo 1libres, <que se ven involucrados en
distintas reacciones quimicas. La reactividad de cada posicién es
diferente entre sf y frente a distintos reactivos debido a la
conformacidn estructural de la molécula, Es por esto que la
distribucién de sustituyentes en la cadena polimérica de los
derivados de la celulosa depende de la velocidad de reaccién
relativa de los diferentes grupos hidroxilo libres,

En el caso de la eterificacién, la reaccién en C-8 (grupo
hidroxilo primario) es diez veces mas rapida que en las posicién
C-3- y dos veces mis rapida que en C-2, La diferencia .de
reactividad en la posicidén B estad relacionada con la poslbilidad
de tener isdmeros rotaciocnales alrededor del enlace CS-CB.

3.1.3. DEGRADACION DE LA CELULOSA.

La degradacidén de la celulosa y sus derivados puede ocurrir
por hidrélisis Acida o alcalina, descomposicién térmica, radiacidén
electromagnética y por ataque enzimatico. '

EIA ataque enzimitico produce cambios en la celulosa, come lo
son la pérdida de la fuerza de Lensado y la disminucién del grado
de polimerizacién. Para explicar el ataque enzimitico se han
propuesto varios mecanismos. El mis aceptado es un mecanismo que
eirtplea- varias enzimas®,



CELULOSA CELULOS CELOB | OSA—————— GLUCOSA

REACTIVA
ENDO

ct cx 3~aLUCOSIDASA

EXO

ACTIVAGION HIDROLISIS HIDROLISIS
DE LAS CADENAS

Figurae 3. Mecanismo de degradaciédn enztmilica de la celulosa,
propuesto por Lee y Fan.

Una enzima C1 activa la molécula para su posterior hidrélisis
por efecto de una enzima Cx, dando lugar a celobiosa. La celobiosa
es degradada posteriormente a D-~Glucosa por una [~glucosidasa. El
efecto del ataque enzimatico permite que la molécula se hinche en
medio alcalino, pues se genera una capa semicristalina. Otras
investigacicnes sugieren que la celulosa se hidroliza por medio de
un ataque conjunto de exo y endo glucanasas. Las enzimas exo
eliminan los residuos terminales de D-glucosa en la cadena;
mientras que las enzimas endo actlan dentro de la estructura
primaria de la molécula.

. En los derivados de la celulcsa, los sustituyentes en las
posicicnes 2,3 y 8 estan involucrados en la degradacién de la
cad;ana celulésica. Un factor muy importante que influye en la
resistencia a la degradacién enzimitica es la distribucién de los
sustituyentes, la cual esti en funcidén de las constantes de
velocidad relativas para la reaccldon de los tres grupos hidroxilo

en cada unidad de glucosa.
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Algunos estudios han tratado de establecer la relacién entre
la distribucién de los sustituyentes, las constantes de vn_locldad
relativas de los grupos hidroxilo y la reactividad de #stos;
ademads de sus propledades en solucién., Los primeros métodos se
basaron en la hidrélisis hasta D-glucosa y la identificacién por
Cromatografia de Gases o por analisis por Via Hameda de los
monémeros. Actualmente se utiliza la Resonancia Magnética Nuclear
para efectuar el analisis estructural.

i

3.1.4. SINTESIS DE LOS ETERES DERIVADOS DE LA CELULOSA.

Dentro de los derivadeos de la celulosa, ocupan un lugar de
importancia sus éteres, los cuales son obtenidos por alquilacidén
de los grupos hidroxilo de los carbonos en las posiciones 2,3 y B
del anillo de AHG. Generalmente son solubles en agua o disolventes
organicos.

Para efectuar la sintesis de los éteres celulédsicos, debe
purificarse la celulosa. Los procedimientos mAs comunes son los
procescos de sulfito y sulfato,

La obtencidén de éteres celuldsicos implica condiclones
alcalinas, con uno © varios agentes de alquilacién. Se trata de
mecanismos de sustitucién nucleofilica. Dependiendo del agente
alquilante, es el derivado resultante. La siguiente tabla muestra
algunos ejemplos:
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TABLA 11

ETERES DERIVADOS DE LA CELULOSA

AGENTE NUCLEQFILICO DERIVADO
Haluro de Alquiloc Carboximetilcelulosa
C(Cloreoacetato de sodiod CCMOD
Cloruroc de Metilo Etilcelulosa
Haluro de Alquil-Arilo Bencilcelulosa
CCloruro de Bencilod
Epdxido Hidroxietilcelulosa
{Oxido de Etilencd CHEC)

La sinteslis de los derivados iénlicos es un proceso
En la primera etapa se efectua una reaccién de

Los derivados obtenidos pueden ser 16ni c‘os CCMC> © no lénicos
CHEC), de

varias etapas,
alcalinizacidn:

Cel-OH + NaOH ¢——-——— Cel-ONa
Yy en la segunda se lleva a cabo una alquilacién:

s ————————)
Cel-ONa + RCl ¢———— Cel-OR + NaCl
en ambos casos se tienen reacciones en equilibrio.
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La concentracién del hidréxido de sodio y la relacién molar
tienen una influencia decisiva en la transformacién de la celulosa
a celulosa alcalinizada. En esta etapa se define la homogeneidad y
el grado de sustitucién que tendra la molécula *

En la segunda etapa de la reaccidn se fija el tipo de éter de
celuiosa, de acuerdo al tipo de sustituyente.

Los éteres insclubles en agua fria, como la etilcelulosa., se
purifican por esxtracclidn con soluciones acucsas frias. La
carboximetilcelulosa CCMC) o la hidroxietilcelulosa CHEC), que son
solubles en agua fria o callente, se purifican por extraccién con

una mezcla de un disolvente organice con agua Cacetona-aguald,
3.1.5. MEDICION Y CONTROL DEL PESO MOLECULAR DE LOS ETERES CELULOSICOS,
En un compuesto polimérice existen especies moleculares con

diferente longitud y. consecuentemente, con distinto peso
molecular. Su distribucién estadistica tlene la forma:

KUKERO PROMEDID, Ma

PESO PAGMEDIO, My

CANTIDAD DE POLIMERD ~——o-

: PESO MOLECULAR e

Figura 4. Distribucidn estadisttica de :Pasos Moleculares.

13



En un polimero con una 'clorta distribucién de pesos
moleculares Cdonde Ni es el numere total de moléculas
correspondientes a un peso molecular Mi ¥y Wi es el peso total de
las especies presentes), el peso molecular nimero-promedio CMn) es
@l cociente del peso Lotal ¥ el nﬁﬁ\oro total de moléculas, que en
términos de cualquier poblacién es :

Mn = T NiMy 7/ Z Ni = Z Wi / I CWL/MD
dado que Wi = NiMi

El pesoc molecular numero promedic mide propiedades debidas a
fracciones de bajo peso molecular. Para estudiar otras propiedades
importantes de los polimeros como la viscosidad o la dureza,
debidas a fracciones de mayor peso molecular, se utiliza con mayor
frecuencia el término peso molecular peso-promedic (Mw), que se
encuentra definido por :

Mw = Z Wil / Z Wi

El cociente Mw/Mn es el indice de polidispersidad CI> que
toma valores entre O y 1; y es una medida de la distribucién de
pescs moleculares de un compuesto polimérico.

Los métodos mas utilizados para la determinacién de pesos
moleculares en un polimerc son la medicién de la dispersion de la
luz y la medicién de la presién osmética. Sin embarge, la
determinacién de la viscosidad de soluciones diluidas de polimeros
es la manera mas comun de obtener datos de peso molecular. El
valor medido- por viscosidad CMv), es un peso molecular intermedio
ontre Mn y Mv,

14



La ecuacién empirica de Mark-Houwink es una medida
cuantitativa de la correlacién entre el peso molecular y la
viscosidad:

a

[n] = K My

donde n es el valor de la viscosidad intrinseca. Mv el peso
molecular promedic debido a la viscosidad y K ¥ a son constantes
empiricas determinadas para cada polimero.

La ecuacidén anterior es solamente aplicable a solucicnes
diluidas, dado que bajo estas condiciones existe un intervalo

lineal, en donde su comportamiento es de caracter Newtoniano.

Para estimar las distribuciones de pesc molecular en un
polimere, la Cromatografia de Permeacién en Gel C(CPG) es una
técnica que tiene gran utilidad. Esta se basa en la separacién de
las moléculas de un soluto, a través de una columna cromatografica
empacada con particulas porosas, en funcién de su tamaffo. Cuando
la muestra de polimero es arrastrada por el disolvente a iravés de
la columna, las moléculas de mayor tamafo eluyen rapidamente pues
no se retienen en los poros. Conforme el tamafo molecular decrece,
la retencién aumenta; de tal manera que es posible separar las
especies en funcién de su peso molecular,

i
AP

HEZCLA DE SEPARACION PARCIAL SEPARACION
soLuTOS TOTAL

Figura 5. Principio de la separacién por Cromatograflia de
Permeacién en Gel CCPG)..
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Para relacionar los tiempos de retencidn con los pesos
moleculares, se calibra una serie de columnas Ccon distinto tamabo
de poroc) para obtener una relacién grafica entre la cantidad de
solute y el volumen de retencién,- Estas curvas representan la
variacién del peso molecular en funcién del volumen [log M = f
CVrd]; y se obtienen con estiAndares con una distribucién estrecha
de peso molecular y un tamafic molecular semejante al de las
moléculas por separar.

La separacién de las diversas fraccicones de peso molecular se
leogra cuando un conjunto de columnas cubre un amplio intervalo de
tamaffo de poro. A éste se le conocce como intervale de
fraccionamiento y se encuentra entre los limites de miaxima y

minima retencidén de una columna.

o T U
Wl -
b}
'l I
E
2 8
Tl b 2
a
1w 7
< SOLUMEN OF RETENCION (a1)
w S W TUOU SOS S
o % 1% T

VOLUMEN DE RETENCION (wl)

Figura 6. ad Curva de calidracién para CPG.
b> Cromatograma obtenido por CPG.
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La viscosidad de las soluciones y su concentracién influyen
significativamente en la utilidad industrial de los éteres de
celulosa. Por esc es necesario controlar el peso molecular del
polimero, dade que si el peso molecular es elevado, las
solubilidad del polimeroc tiende a ser baja. En el mejor de los
casos, las soluciones tardan largos periodos en homogenizarse; y
su viscosidad es tal que su manejo es dificil.

Los métodos para regular ol peso molecular de los derivados
de la celulosa estAn basados en la hidrdélisis parcial homolitica
Cpor tratamlento térmico, acciédn mecanica o© irradiaciénd o
heterolitica C por medio de una hidrélisis catalizada por Acidos o
enzimas) de los enlaces glicosidicos.

La oxidacién con perédxidos orginicos e inorganicos es el
método principal para reducir el peso molecular de la celulosa y
sus derivados. Sin embargo, puede reducirse por tratamiento del
sustrato celuldsico con hidréxidos alcalinos durante la reaccidn
de eterificacioén o durante la purificacién del éter.

3.1.08, CARACTERIZACION Y PROPIEDADES DE LOS ETERES CELULOSICOS,

Los éteres celulésicos se caracterizan por la viscosidad de
sus soluciones, la naturaleza quimica de los sustituyentes de la
molécula, el grado de sustitucién CGS), la sustitucién molar CSM),
la pureza, la solubilidad y sus propiedades reolégicas.

El grado de sustitucidn (GS? es un parametro estadistico
definido como el numerc promedio de grupos hidroxilo sustituidos
por unidad de anhidroglucosa. Su valor maximo es 3.

Los éteres de celulosa obtenidos con reactivos alquilantes
con un sitio de reaccién alternativo, capaz de producir cadenas
laterales, se describen por medio de la sustitucién molar CSMD,
.que es el numerc de moles de sustituyente por mol de AHG.

17



La sustitucién hidroxialquilica se expresa come SM. La
relacién SM/GS es una medida del tamafe promedio ‘de la cadena
lateral. .

La solubllidad de los éteres celulédsicos es semejante a la de
los polimeros mas comunes. Los que son solubles en agua ven
afectada su solubilidad o la viscosidad de sus soluciones por
efecto de iones metilicos polivalentes o por una alta fuerza
ionica. Los éteres ldnicos como la carboximetilcelulosa (CMCD,
sufren modificaciones. Los éteres no idnicos, como la
hidroxietilcelulesa CHEC), no ven altereada su solubilidad. En
general, el grado de solvatacién de los éteres celulésicos depende
del grado de sustitucién (GO y, de la naturaleza y distribuclién
de los sustituyentes.

Las principales reacciones de sustitucién se efecttian en las
regiones amorfas de la molécula. Al principic de la reaccién, la
molécula es insoluble en agua. Conforme la reaccién avanza, hay un
aumento en la sustitucidén que provoca rupturas en la =zona
cristalina, lo cual implica un incremento de la solubllidad.

En los éteres hidroszolubles, la mayor hidrofilicidad del
sustituyente aumenta la solvatacién, en cambio en los éteres
solubles en disclventes organicos, la solvatacién depende de la
afinidad del sustituyente por el disolvente.

Las solucicnes diluidas de éteres celulédsicos de alto peso
mol ecular presentan altas viscosidades, La viscosidad se
incrementa exponencialmente con la concentracién, como en el caso
de la HEC.

ig



3.2. HIDROXIETILCELULOSA.
3.2.1. CARACTERISTICAS.

La hidroxietilcelulosa es un polimero no idnico, soluble en
agua fria y caliente, con buena tolerancia por los electrolitos,
Sus soluciones son estables en un intervale amplio de pH y
temperatura. La viscosidad de sus soluciones depende del tamaRfo
molecular y de la temperatura a la que se efectUe la medicidén. A
pH = 8, la viscosidad es alta y puede disminuir si se Lrabaja en
un pH mayor que 10 o menor que 6. Si las soluciones se someten
frecuentemente a cambios de temperatura, el polimero se degrada y
la viscosidad de las soluciones disminuye.

La hidroxietilcelulosa puede representarse segin se muestira-
en la figura 7. Los sustituyentes en las posiciones 2,3 y B se
encuentran en posicion ecuatorial.

dCII on
2
- 1
T
3
oR
4 OR 2

7 (] °
R= H & (CH_C H 0} -C'H C N _OM
2 2 'n 2 2

Figura 7. Estructura de la Hidroxtetilcelulosa.
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2.2.2. SINTESIS. SUSTITUCION EN LA MOLECULA.

La s$nt:esis de hidroxietilcelulosa es semejante a la de los
los alquil-éteres derivados de la celulcsa'. En la reaccién deben
cantrolarse la temperatura y la concentracidén de catalizadcr:
CNaCHY y 6éxido de etileno. El mecanismo de reacci{én implica en
primera instancia, la formacién del etilenglicolato, que es un
buen nuclesfilo. Este reacciona con la celulosa mediante un
mecanismo SN para dar el producto alquilado y la base:

OH™ + CCHa~CH2D0 =~======) ~OCH2CH20H

R COHD3 + OCH2CHaOH ~=~m~swewe > R COH)20CHaCH2OH + OH ™

= celutosa)

La velocidad de reaccién es propeorcicnal a la concentracién
del oxido de etileno y de la base:

K a fepéxidol(OH ™)

El grupo hidroxile primario terminal formado puede reacclionar

con otra nolécula de epédxido para formar cadenas laterales:
R COHY20CH2CH20H + n CCH2CH2YO  + OH  =memmmemae >
R COH>2(OCHzCH203n + CH2CH20H + OH™

El - agua caompite con la celulosa por el reactive, En 1la
reaccidn occurre la formacién de etilenglicol:

HOH + OCH2CHZOH === mmm e > HOCHzCHzOH + OH
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Dado que la reaccidn se lleva a cabo en fase heterogénea, la
sustitucién en el producto no es uniforme. Por lo tante, para un
determinado valor de sustitucién molar, puaeden presentarse
diferentes valores de grade de sustitucién., Por otro lado, existen
factores cinéticos que determinan la sustituciédn a lo large de la
cadena de anhidroglucosa. La veloclidad de eterificacién de los
grupos hidroxile no es la misma 7. Y se ve afectada en el

transcurso de la reaccioén.
3.2.3. DEGRADACION ENZIMATICA DE LA HIDROXIETILCELULOSA.

Una propiedad importante de la hidroxietilcelulosa es su
grado de resistencia al ataque enzimatico.

Los estudiocs efectuados sobre la resistencia a la degradacién
enzimatica de HEC, muestran una relacién entre las rupturas en la
cadena molecular ¥y la sustitucién en la molécula, bajo una
relacién constante enzimasunidad de anhidroglucosaCAHG). Se ha
establecido que la resistencia a la degradacién estia en funcidén
del grado y la uniformidad de la sustitucién de los grupos
hidroxilo en las unidades repetitivas de AHG de la cadena
celulédsica,

La unifermidad de la sustituclén se refleja en el valor de
?. se

ha propuesto que el ataque enzimdtico ccurre en los enlaces entire

grado de sustitucioén (GS), que es un’ parametro estadistico

unidades de anhidroglucosa adyacentes no sustituldas . No
obstante, se ha sugerido que la ruptura en la cadena polimérica
puede ocurrir en enlaces adyacentes a unidades aisladas de AHG.

por lo que los fragmentos resultantes son cadenhas no sustitufdas ®
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También se ha propuesto que existen rupturas adiciocnales en
sitios que contlienen la secuencia residuo de AHG no
sustituido-residuo sustituido unicamente en C-6; es decir
—-AHG~{1 ——34)-6-0-CAHG sustituidad. La secuencia inversa
(3-8-0-CAHG sustituidad-[1-->4)-AHG) es resistente al ataque

enzimatico ®. Esto se representa en la siguiente figura:

HyOH ok
2oy ENZIMA
—0 oo —
OH H.

20CH CHROM
HaON Hy0CHICHON
" - Goem
3
Ho
H o

CHI0CHCHeOK ON

° ENZIMA
o ——— NO HAY HIDROLISIS
—0 [} ST, e
H HyOH

Figura 8, Mecanismo de hidrélisis enzimitica propuesto
por Klop y Kooiman.

Se ha comprobado que las secuencias adyacentes  de AHG no
sustituidas son atacadas durante el pericdo de degradacién mas
rapideo; mientras que el ataque sobre las unidades aisladas ocurre

oen la fase lenta de la degradacién o.
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3.2.4. USCS DE LA HIDROXIETILCELULCSA.

Los hsos de la hidroxietilcelulosa estan basados en algunas
de sus propledades especificas. La variedad de aplicaciones que
pueden presentarse estan en funcidn de la sustitucién molar en la
molécula, Las hidroxietilcelulosas mas utilizadas tlenen un
intervalo de sustitucién molar entre 2.0 y 2.9. Se emplean como
espesantes de pinturas. alimentos y productos cosméticos; como
endurecedores de pinturas; en el tratamiento de acabado de pieles;
como adhesivos; en la manufactura de papel como retenedor de
pigmentos y recubrimiento; en la industria farmaceudtica para la
prepatracién de tabletas, supositorios y oemulsiones; como
recubrimiento en ealectroplatinado; come carga en productos
ceramicos y de vidrio; en la fabricaciédn de fibras textiles y como
desensibilizador en litografia, entre otros usos,
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3.3. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR. FUNDANENTOS,

El fenétmenco de la resonanclia magnética nuclear CRMND fue
observado por primera vez en 1846 y ha sido aplicado de manera
rutinaria en al anélisis instrumental desde 1960. La introduccidn
de la Transformada de Fourier a la técnica. ha incrementado
significativamente su capacidad de analisis.

El principioc de la resonancia magnética se basa en que
algunos nucleos tienen espin nuclear CID. En presencia de un campo
magnético externo CBe), los nticleos se alinean con respecto a la
direccién de éste, en virtud de campos magnéticos autogenerados.
El numero de orientacicnes de un nicleo con respecto a Bo dependen
del valor de I, y es igual a 2I+l, Los ntcleos con I = 1/2 tienen

dos orientaciones C'H.ﬂC.wFJ. La mas estable y de mayocr energia
as la que tiene la componente Iz = -1/2.

La diferencia de energia entre ambas orilentaciones es:
AE = hyBo/Bn

donde h es la constante de Planck, Bo la intensidad del campo
magnético aplicade y y la relaciédn magnetogirica; que es
caracteri{stica de cada ntcleo.

En el campo magnético, un nucleo se comporta como un imidn en
el campo gravitacicnal. El eje del espin (que coincide con el
vector del momento magnético ) precesa a su alrededor. La
frecuencia de pr»ocosién se conoce comeo frecuencia de Larmor Cwod,

Esta puede calcularse por medio de la relacién:

vo = yBes2n
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Flgura 9. a> Alineamiento de nicleos en un campo magnético CI1=1/2>
b> Niveles de energla y poblacién de espines.

Para observar 1la resonancia magnética, una muestra con
espines nucleares ¢*H1,'’¢> se coloeca en un campo magnético
estatico. Se aplica un campo alternc de radiofrecuencia w1,
perpendicular a Bo. la frecuencia de barrido se incrementa o
decrementa lenta y continuamente durante la observacién, Cuando
ésta alcanza el valor de la frecuencia de Larmor de los nacleos,
se detecta una seffal de absorcién en el espectrémetro.
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Figura 10. a’ Comportamiento de un nucleo en resonancia.
b> Seflal de resonancia magnética nuclear.

En el equilibrio, los niveles energéticos estan poblados de
acuerdo a una distribucién de Bolizmann, que favorece el estado
energéticamente mis bajo. En las dos orientaciones relativas a los
nacleos con I = 1/2. las poblacicnes de espin se simbilizan como
N+ y N-. Su distribucién puede expresarse por medic del factor de
Boltzmann:

N4/N~- = ou/"'
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A temperatura ambiente, la diferencia de energia no es mayor
a 4.2 joules, por lo cual gl segundo término es despreciable y la
distribucidén es ligeramente superior a 1. Este ligero exceso es el
que permite observar la resonancia magnética.

Cuando hay rescnancia, el campo de radiofrecuencia w1 produce
una transferencia de espines del menor al mayor nivel de energia.
La absorcién alcanza un valer finito; no obstante permanece
constante hasta que los nicleos en el estado de alta energla
pierden el exceso de energifa tan rapido como la absorben. Existen
mecanismos, conocidos como relajacién, que tienden a restituir la
poblacidén de Boltzmann original.

Uno de los mecanismos, durante el cual el nucleo excitado
transfiere energlia hacia sus alrededores (reticuled, se conoce
como relajacién espin-reticule. Es un procesc de primer orden que
tiene una constante de velocidad 1-/Ti, caracteristica de cada
nuclec. A Ti se le denomina tiempo de relajacién espin-reticulo y
cubre un intervalo de 10™* a 10* segundos., Tt es una medida del
tiempo de vida de un nicleo en un estado de espin determinada.

Existen contribuciones adicionales a la relajacién
espin-reticulo del nucleo. La que mayor influencia tLiene es la
relajacién dipolo-dipolo, dade que proviene de las interacciones
de dipolo del ndclec de ilnterés con nucleos magnéticos vecinos o
electrones no apareados. Las otras contribuciones presentes son la
relajacién espin-rotacién, la anisotropia de desplazamiento
quimico y el acoplamiento escalar. Estas son debidas a los estados
rotacionales de una molécula, al apantallamiento de los nucleos y
a‘la interaccién con otros niucleos, respectivamente.

El otro-mecanismo de relajacién se conoce como espin-espin.

Es un proceso de primer orden, caracterizado por la constante
1/Ts CTz es ol tiempo de relajacidn espin-espind,
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La relajacién espin-espin se debe a las interacciones entre
espines nucleares que generan intercambios de energla entre los
nucleos y un menor tlempe de vida de los eslados de espin, lo cual
genera ensanchamiento de banda.

Los procesos de relajacién compiten entre si, pero uno
predomina. Cuando la relajacién no puede compensar el rompimiento
del equilibrio de espines (T1 es largo), la diferencia de
poblacién entre los niveles de energla decrece y lo mismo ocurre
con la sefal de absorcién. A este fendmeno se le denomina
saturacidn.

En un experimente convencional de RMN, el campo de
radiofrecuencia es aplicado continuamente, pero debe ser de baja
intensidad para evitar la saturacién. El espectro se obtiene al
hacer un barride del campe w1 a través del intervalo de
frecuencias de Larmor del nucleo que Se observa. lLa corriente de
induccién nuclear se amplifica y se graba en funcidén de la
frecuencia. Este método se conoce como RMN de Onda Continua.

La otra metodologia se conoce comoe RMN de Pulsos por
Transformada de Fourier y estiA basada en la aplicacién de pulsos
de radiofrecuencla, que generan seflales que se acumulan y se

transforman en un ospectro de RMN.

Transformada
de Fourier
® Faour ESPECTRO
MUESTRA-— MAGNETIZACION———b RESPUESTA——b DATOS

¥
ALMACENAMIENTO

Figura !, Diagrama conceptual del experimento de RMN de Pulsos
por Transformada de Fourier.
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3.4 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA DE CARBONO-13.
3.4.1. Sensibilidad,

La rescnancia magnética de carbono-13 (RMCD tiene una
sensibilidad menor que la rescnancia protéonica debido a que la
constante magnetogirica dél carbone en cualro veces menor que ‘1a
de los protones. Esto se maniriesta en la menor intensidad de las
soffales de 165 nucleos de carbono, si se comparan con las seffales
correspondientes a los nucleos prolénicos sometidos a la misma
excitacion, N

El aumento de la sensibilidad Cincremento de la relacién
sefal a ruido, S:ND se logra si se incrementa el numero de nucleos
de ‘¢ por concentracién de la muestra, s{ disminuye 1la
temperatura de obtencién del espectro o bien Si se aumenta la
intensidad del campo magnético. Sin embargo, los métodos mas
eficientes para incrementar la sensibilidad en un experimento de
RMC son la transferencia de polarizacidén y las téchicas de doble
resonancia o desacoplamiento. .

La polarizacién consiste en la transferencia de magnetizacion
del protén hacla el nucleo de carbono -que es un ntcleo débilmente
pelarizado—~ por efecto de las fluctuaciones del campo magnéu:o-
provecadas por la relajacién,

La doble resocnancia se observa experimentalmente cuando Se
elimina el acoplamientce de los espines entre los ntcleos de
carbono y los protones vecinos o distantes. Este desaparece cuando
se irradia un grupo de nucleos con una frecuencia adicional Cv2) a
la de radiofrecuencia ut, que incide en los ntcleos de hidrégeno
por desacoplar (Desacoplamiento Proténico de Banda Ancha o
Bty :

28



Esto convierte los sistemas de seflales multiples t9%-'H en
seffales sencillas y permite el desacoplamiento de todos los
protones de la muestra, de modo que s(; obtiene una se)’;ial dnica
para cada nucleo de carbono, que es mis intensa debide a que se
acumulan las sefales multiples.

Sin embargo, la sensibilidad del experimento se incrementa si
se presenta el Efecto Nuclear Overhauser CENO). Este resulta de la
relajacién dipolar provocada por el movimiento molecular. Este
induce una re!.aJacién adicional del '?C a través del enlace con el
protén. Como resultado, la poblaciédn en el estado energético basal
aumenta, hay un equilibric con exceso de nicleos en el nivel de
baja energla y las s=efMales de los carbonos protonados se
intensifican. El ENO se calcula a partir de las intensidades
maximas de las seflales obtenidas cuando éste se presenta (Ibd y
las seMales que se generan sin su aparicién (CIod, segun la
siguiente relacién:

ENO = (Ip/Tod-1

En un experimento con desacoplamiento proténico, las sefales
se intensifican tres vecwes deblido al ENO, si este actua en su
totalidad. El ENO no es el mismo en todes los carbonos, ya que
estd en funcién del numerc de protones unidos a estos. En los
carbonos menos protonados el efocto @s menor y sus sefiales tienen
intensidades mas bajas. :

En el caso de compuestos polimérs'ccs. las seffales de éstos
ultimos tienden a ser muy intensas, puesto que tienen valores
maximos deo ENO. En los carbonos de una cadena lateral o cercanos a
ella. comoc en los derivades de la celulosa, el ENO disminuye
notablemente,
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3.4.2. Efecto de la Temperatura.

La temperatura es una variable importante a controlar durante
el eoxperimento de RMC. Su efecto sobre la resolucidn de los
espectros es notable, puesto que a bajas temperaturas el
ensanchamiento de las bandas es mayor Yy, como consecuencia, la
relajacién es mis lenta Yy 1la resoluciéon disminuye. Las
temperaturas altas favorecen una mayor velocidad de relajacién, un
menor ensanchamiento y una mejor separacién de las seMales,

En el caso de muestras poliméricas, se trabaja con soluciones
de baja concentracién., Si bajo éstas condicicnes la viscosidad de
la solucién es tal que las sefales del espectro son anchas, se
debe aumentar la temperatura con la finalidad de eliminar el
ensanchamiento por reduccién de la viscosidad. Sin embarge, no
siempre es conveniente el aumento de temperatura, puesto que éste
provoca menor magnetizacidén Cdecrece la diferencia de poblacidn
entre los niveles energéticosd y, como consecuencia, el aumento de
Tt y la disminucién de la relacién S:N, De igual manera, el
pelimero puede sufrir una degradacién o puede inducirse  su
precipitacién. Es por esto que se prefiere disminuir la viscosldad
de una muestra, al introducirla en un baffo de ultrascnido.

3.4.3 Tratamiento de la Muestra.

Para cbtener un espectro es muy importante la preparacién de
la muestra. Los solidos suspendidos deben eliminarse mediante
filtracién. El1 disoclvente usado debe ser quimicamente inerte,
tener baja viscosidad para evitar la obtencién de seffales anchas y
un punte de ebullicién elevado para recuperar la muestra. En
general, se utlilizan disclventes deuterados,. puesto que pueden
solubilizar un gran namero de compuestos, incluso polim-ros.
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3.4.4. Areas de las Seflales. Integracidn.

La mediclén de las 4sreas de las sefales presenta ciertas
dificultades en la RMC. Cuando é4sta es posible, no se encuentran
correlaciones enire las areas integradas y el numero de carbonos
correspondientes a cada seffal, debido principalmente a los largos
tiempos de relajacidn espln—rouéulo y al Efecto Nuclear
Overhauser.

La diferenciacién del efecto de ambas contribucliones en los
aspectros de RMN han sido estudiadas ampliamente Lo,

En los espectros de polimeros, las seflales son anchas debido
a que su tiempo de relajacidn aumenta en funcién de su elevado
pesc molecular y al menor movimiento molecular que presentan “.

En general, el efecto de los tiempos de relajacidn se elimina
depondiendc del intervale entre los barridos,

En la técnica de Onda Continua, éste es corto, de manera que
los nicleos con Ti largos permanecen parcialmente saturados por
los barridos previos. Es por ello que las seNales de estos nucleos
tienen menor intensidad que las seffales de aquellos cuyo Ti1 es
menor que el tiempo empleado en cada barrido.

En la técnica de Pulsos con Transformada de Fourier, tal
intervalo es menor. Come los valores de Ti del carbono-13 en la
mayoria de los compuestos organicos son s'uporiores a 0.2 segundos,
se generan diferencias significativas entre 1as.aroas de las
Sefales. Para la adecuada medicién de éstas, la velocidad de
barrido debe ser al menos cinco veces mAs grande que el Ti1 de los
ndcleos por medir.
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3.4.8. Desplazamientos Quimicos.

En la rescnancia proténica, la informacién generada por los
desplazamientos quimicos €8>, las constantes de acoplamiento y el
drea de las seflales., tiepen el mismo interés para la determinacién
de estructuras moleculares. En la RMC, los parametros mas Gtiles
son los desplazamientog quimicos, pues se obtienen sefales dque
corresponden a cada carbono de la molécula; con una frecuencia.
caracteristica, debido a leo cual se obtiene informacién
estructural mas precisa. Ademis, las seflales de los carbonos
aparecen en un intervalo mas amplio (200 ppmd hacla campos bajos
con respecto a la seffal de referencia del tetrametilsilano CTMSD,
que en la RMN-*H.

Los desplazamientos quimicos del 3¢ estan relacionados con
algunas propiedades del carbono dentro de su entorno quimico., La
hibridacién del carbono’ es el factor predominante en el
desplazamiento, Otras propledades que lo afectan son la
electronegatividad de sus sustituyentes, los efectos estéricos y
de resonancia; y en menor grado la densidad electrénica, los

efectos de isotopla y la anisotroplia de grupos vecinos.

En los éteres de celulosa, como en la mayoria de los
polimeros. se conjuntan caracteristicas espectrales de varios
compuestos, que determinan las frecuencias de desplazamiento

quimico de sus sefales. A continuacién se presentan las
caracteristicas - espectrales de alcanos, alcocholes, éteres y
carbohidratos,
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3.4.8. RMN-*"C de Alcanos.

En los alcanos, la sustitucién en el atomo de carbono influye
en la magnitud de &. Los carbones sps ze desplazan haecia campos
altos y se observan en el intervalo de O a SO ppm. En los
hidrecarburos se observa el efecto sobre los desplazamientos de
los sustituyentes, segin la distancia que los separa. los carbonos
a y 3 desplazan 9 ppm hacla campos bajos y los carbonos y lo hacen
hacta campos altos con una magnitud cercana a 2 ppm. En la RMC,
los desplazamientos son aditivos y se derivan del numero de
carbonos en las distintas posiciones de la molécula 2

Los compuestos aliciclicos presentan isomeria conformacional
y de posicidén, Los valores de 6 del anillo de ciclohexano se han
estimado en base a sus caracteristicas geométricas y
conformacionales. Los atomos de carbono impedidos estéricamente en
las posiciones axiales 1,3 y 5 se desplazan hacia campos mas altos
que aquellos que no lo estan.

HH
\/
c

Figura 12. Impedimento estérico en el metilciclohexano.

En la tabla III se presentan los valores de & de los
cicloalcanos.. En el caso del ciclopropano y al ciclebutano, la
tension del anillo influye significativamente sobre el
desplazamiento quimico. »
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TABLA III

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE LOS CICLOALCANGS EN RMC

COMPUESTO & c(ppm> COMPUESTO S tppmd
CaHe -2.8 CaHa2 27.86
CaHe 22. 4 C7Hie 28.2
CsHio e28.8 CioHzo 28.0
El los alcanos, la influencia de un sustituyente se

manifiesta en un intervalo reducido en la escala de 6. En los
alquilciclohexanos, la influencia scbre los carbonos en las
posiciones 3 y S es mayor que en otras. Cuando se sustituye un
grupo metile por un grupo polar, se modifica el desplazamiento del
carbono que soporta al sustituyente. En la siguiente tabla se
resumen. los desplazamientos esperados para C-1, C-2 y C-3 en el

ciclohexano cuando se encuentran sustituidos por grupos polares:

TABLA. 1V

VARIACION EN El. DESPLAZAMIENTO QUIMICO DEL CICLOHEXANO
AL SUSTITUIR UN GRUPO METILO POR UN GRUPO POLAR

SUSTI TUYENTE Cc-1 c-2 c-3
-OR + 45 -3 -1
~OH + 40 +1 -1

-COCR + 10 -1 -1
—-NHz + 20 + 2 -1
-Ci + 23 2 -1




Los valores positivos indican desplazamientos hacia campos
bajos. La electronegatividad del sustituyente determina 1la
magnitud del desplazamiento. Un grupo éter es el que tiene la
influenclia mas marcada sobre éste,

3,4.7. RMN-*’C de Alcoholes y Eteres.

Los grupos hidroxilo sufren un ligero cambioc negativo en su '
desplazamiento, si se compara un alcano con su  alcochol
correspondiente. El efecto es positivo si se comparan los alquines
con sSus respectivos alccholes.

En los cicloalcanos, la sustitucién de un hidrégeno por un
grupo hidroxilo desprotege las posiciones a« y {3 y protege la
posicién y al hidroxilo. La isomeria cis-trans también afecla el
desplazamiento. Sus valores son mas positivos en los grupos OH
ecuatoriales que en los grupos axiales. Los valores de & de los
atomos de carbono de algunos cicloalcanoles so presentan en la
tabla V.

TABLA V

DESPLAZAMIENTCS QUIMICOS EN RMC DE CICLOALCANCLES

COMPUESTO c-1 c-2 C-3 C~4 C-3 c-a CI‘,
CICLOBUTANOL 45,7 6.8

CICLOHEXANOL 70.8 33,4 12.2

cis-2-METIL~

CICLOHEXAMOL 71.1 358 29.3 @242 @21.8 31.8 18.2
trans~2-METIL-

CICLOHEXANOL 76,6 39.7 34.0 25.8 254 381 18,1
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Al comparar los alcoholes con sus éteres correspondientes. seo
observa que el carbono a al éter se desprotege y se desplaza de t0
a 12 ppm hacia campos bajos. El carbona {3 queda protegido y su
desplazamiento hacia bajo campe es menor (3 ppmd.

3.4.8. RMN-'’C de Carbohidratos.

Las sefiales espectrales originadas por los mono, di vy

polisacaridos se basan en las siguientes consideraciones:

1) Las sefales de los carbonos primarios, secundarios, terclariocs
y cuaternarios se distinguen al aplicar desacoplamien‘to proténico,
2> Algunas seBales se asignan por comparacién con los valores de §
de series andlogas de azucares o sus derivados.

3> Las sefales se desplazan hacia campos bajos cuando aumenta la
sustitucidén con radicales alquile y el numerc de sustituyentes
el ectronegati vos.

4) Los Atomos de carbonc unidos a grupos metoxi se desplazan hacla
campos mas bajos que los unidos a grupos hidroxilo libres.

%) Los Atomos de carbono de un anillo sustituido con grupos
hidroxilo axiales generan seffales a campos mas altos que los que
estén sustituidos con grupos ecuatoriales.

6> En el ciclcochexano, si hay una transferencia de un grupo
hidroxilo hacia una posicién axjal, los carbonos y con atomos
orientados axialmente en el mismo lado del anillo se desplazan
hacia campos mas altos.

f.a asignacién de los’ desplazamientos de los carbonos en los
anémeros de la glucosa i{lustra las principales caracteristicas
espectroscépicas de los carbohidratos: en RMC. Estos valores,

asignados por Koch y Perlin *? se resumen en la tabla VI,
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TABLA VI

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS EN RMC DE LOS ANOMEROS DE LA GLUCOSA

fu

ANOMERO & ¢ l‘= OoH : R s H.
=

ANOMERO 3 : LA

q [ Pl
.

NUCLEO ANGMERO o ANOMERO f3
c-1 93.3 7.2
c-2 72.8 75,58
c-3 74.2 77.1
-4 70.9 ' 70.9
c-8 72.9 77.1
c-8 62.3 B2.3

Los carbonos C-1, unidos a dos Atomos de oxigeno, son los que
.aparecen a mas bajo campo. Sus seffales se asignan en base a su
altura y a la predominancia de la forma (3. Las sefales de C-4 y
C-B8 se presentan comc dos pares cercanos. La asignacidén de C-6 se
logra por deuteracién del carbono metilénico.

Los carbonos 2.3 y B se desplazan hacia campos altes en
presencia de un grupo OH axial en C-1 del anbmer;o a, El
comportamiento de C-3 y C-8 es andlogo al descrito en el caso del
desplazamliento provocade per impedimento estérice 1-3 en el
ciclohexano. 'El desplazamiente de C-Z2 también es deblide a éste.
Para diferenciar C-3, #ste se metila y se genera un desplazamiento
hacia campos bajos de 10 ppm. Para distinguir C-8 se efectiia una
deuteracidn. ’



3.4.0. RMN-'?C de Eteres de Celulosa.

La RMC es una técnica podercsa para determinar la estructura
Yy los patrones de sustitucidn en los éteres de celulosa. La mayor
- parte de los trabajos reportados se basan en la obtencién de
aspectros con el.polimero hidrolizado, con lo cual se establecen
algunas correlaciones con respecto a la sustitueidn y 1la

14,13

estructura molecular Sin embargo, existen pocas

investigaciones que reporten resultades a partir de los polimeros
no degradados ‘9 Esto se debe a las dificultades que implica la
preparacién de las muestras y, principalmente, a la aparicién de
seffales anchas en el espectro. En el caso de HEC, solamente se ha
reportade un estudic, en el que los espectros son obtenidos a
partir de la muestra intacta 17,

En los é&teres celulésicos, la introduccidn de grupos alquilo
promueve una fuerte desproteccién del carbono que soporta al
hidroxilo sustituido. En sus espectros, esto se refleja en un
desplazamiento hacia bajo campo, :eréano a 9 ppm, de las seflfales
de los carbonos sustituidos del anilleo de AHG. Las intensidades de
éstas dan informacién acerca de la localizacién y el contenido de
grupos sustituyentes en la molécula.

En el caso de los trabajos efectuades con HEC sin degradar,
en el espectro resultante se distinguen once seNales, cuyas
asignaciones se basan en su analogia con los ;spectres de otros
compuestos., como la maltosa, la celobiosa, la amilosa y el éxido
de polietileno . En la Tabla VII se presentan los valores
correspondientes a tales asignaciones y a las de HEC. La notacidén
c™ s utilizada para referirse a los carbonos equivalentes en
el dimeroc de AHG, como se obsServa en la figura 13,
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Figura 13. Espectro de RMC de Midroxietilcelulosa b

Segun Demember, las sefales asignadas a los carbonos del
anillo de AHG sufren un ensanchamiento que estd relacionado con la
anisotropia asociada a la sustitucién parcial de los grupos CH. No
obstante, los carbones 1 y 5 no generan sefales muy anchas; debido
a la posicidén relativamente lejana que guardan con respecto a los
sitios de sustitucion,

manera similar;

La seMNal del carbono 4 se ve afectada de

sin embargo no se observa debido a la sefal ancha
del carbono 3. %7,
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TABLA VIII

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS EN RMC DE LA HIDROXIETILCELULGSA
Y ALGUNOS COMPUESTOS MODELO.

Los desplazamientos a bajo campo de los carbonos no
sustituidos (Cz'ziy ¢’y se asignaron en base a los especiros de
celoblosa, amilosa y maltosa. Haciende un analogia con estos
Yy
Este UGltimo corresponde al numero de grupoes hidroxile

mismos, se encuentran desplazamientos semejantes para ctt, et

oo
primaricos no sustitufdos CR=sHD. Los desplazamientos de bty
C""y ¢ son independientes de los grupos radicales unidos a la
cadena lateral. Su desplazamiento a bajo campo es debido a la
influencia de C""'; con respecto al oxido de polietileno. La
asignacién espectral de ¢, C""y ¢™” esti basada también en
el modelo anterior. Estas sefiales son las mas intensas y mejor
resueltas en el espectro.

La asighacién exacta de la sefial a 61.8 ppm (C:;:) se ha
corroboradeo en base a estudios de tiempo de relajacién. Los
carbonos terminales unidos a cadenas flexibles ¢c™> tienen un
Ts mayor que aquellos unidos a estructuras rigidas, como el C-8.
el valor de Ti para éste es de BO ms, y para el C-0 de 160 ms L7,

41



4.0. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Las muestras de hidroxietilcelulosa de peso molecular
conocldo Cdeterminade por Cromategrafia de Permeacién en Geld e,
fueron sintetizadas a partir de celulosa y 6éxido de etileno;
siguiendo los métodes tradicionales. Las muestras fueron lavadas
con etanol caliente durante 72 horas en un equipo de extraccién
Soxhlet, para eliminar impurezas organicas. Posteriormente se
secaron en una estufa a 80°C.

4.1, Determinacidén del Grado de Resistencia a la Degradacién
Enzimitica de Hidroxietilcelulosa.

Se prepararon soluciones acucsas al 0.3% de cada muestra, de
la sigulente manera: 0.3 gramos de HEC se agregaron a S50 ml. de
agua destilada, bajo agitacién en un vase de precipitados. La
agitacién se mantuve hasta lograr la disolucién total, a
temperatura ambiente. Se virtis el contenido del vaso dentro de un
matraz volumétrico de 100 ml. aforando con agua destilada hasta la
marca.

Se preparé una solucién amortiguadora de pH 4.5, a partir de
la mezcla de una solucién O.4 N de acido acético y otra a la misma
concentracién de acetato de sodio,

" La enzima empleada CCELLULEX G-123, donada por ENMEX S.A.J,
es una soluci@n acuosa de unha mezcla de endocelulasas, que Sse
diluyd hasta alcanzar una relacidn 1:10000 v/v.

Para estabilizar las soluciones, se empled un bafioc de
temperatura controlada y recirculacién Forma Scientific CH/P
Modelo 2087 a 40 X 0.1 °C.
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El viscosimetro en el que se hicieron las determinaciones fué
un Cannon-Fenske Modelo B7 TamaKWo 100; de constante X = 0.0127.

Se utilizaron dos cronbtmetros para segulr el curso de la
reaccién enzimatica.

La determinacidn de la resistencla a la degradacién
enzimatica se efectuéd en base al siguiente procedimiento
experimental:

1) Se wirtieron 10 ml. de agua destilada en el viscosimetro. Se
dejaron estabilizar a la temperatura del bafo durante diez
minutos, y enseguida se succlond el agua con una propieta unida al
brazo mis estrecho del aparato.. Con un crondmetro, se efectuaron
cince mediciocnes del tiempc gque ocupa la muestra en fluir entre
las marcas superior e inferior del viscosimetre. El valor de la
fluidez del agua (Tw) se obtuve del promedic de las lecturas.

2> En cada caso, se virtieron en un vial 20 ml.de la solucidn de
HEC al 0.3% y se agregaron 4 ml. de solucidén ar;\ortxquadora. Se
agitaron y posteriormente se affadié 1 ml. de agua destilada, Se
mantuve la solucién a 40°C durante 15 minutos. Una altcucta de

P

o
ml. se introdujo en el viscosimeiro, Después de diez minutos se
succiond la muestra y se midid el tiempo de flujo cinco veces. EL
valor del tiempo de flujo del estandar (Ts) se obluve del promedio
de las mediciones.

3) Se virtieron 20 ml de la solucidén de HEC en un vial y se
agregaron 4 ml, de solucisdn amortlguadora. La solucidén se
estabilizé en un vial a 40°C durante quince minutes. Al términs de
este pericdo, se agregd a la mezcla 1.0 ml., de la solucién de
enzima. El vial se agité y rapidamente 10 ml.de solucién fueron
introducidos en el viscosimetro. En cuanto se agregd la enzima se
comenzéd a medir el tiempo de reaccidn CTrd con &l crondmetro 1,
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Al cabo de dos minutos, se succiond la muestra hasta una
altura mayor que la de la marca superior. Se midis el tiempo que
tardé la muestra en fluir entre las dos marcas. Al pasar el
menisco de la solueidn por la marca superior se arrancé el
crondémetro 2 y simultidneamente se registrd el tiempo de reaccién
transcurrido en el crondmetro 1 Cen minutosd. Cuando el menisco
paso por la marca inferior se registrd el tiempe de flujo, Tt Cen
segundos). Se procedié de la misma manera cinco veces. Las
determinaciones se efectuaron por triplicado.

4.2. Obtencién de los Espectros de RMC de Hidroxietilcelulosa,

Para obtener los espectros de HEC, se siguld el siguiente
procedimiento 7. en tubo de S mm de diametro interno, se
introdujeron aproximadamente 0.2 m! de agua deuterada CDZOD y se
agregaron 80 mg del polimera, Se agregd un exceso de Dzo y el tubo
con. la muestra se calentd a 80°C en un bafio de agua hasta
solubilizarla, Se eliminaron las burbujas mediante agitacién
manual, Se completé con DZO hasta alcanzar un nivel de solucién
superior a 4 cm. Las muestras se dejaron reposar por 4 dias.

Los espectros se obtuvieron en un espectrémetro Varian XL-300
GS, y para un mejor anadlisis de las seffales se hizo una ampliacién
del intervalo de 5B a 82 ppm. Para lograr una integracién
confiable de las seffales en el espectro y compensar las
contribuciones del tiempo de relajacién y del Efecte Nuclear
Overhauser CNOE), se empled el métode de saturacién recuperada a
56°. El intervalo entre pulsos fué de 200 ms. La amplitud
espectral fué de 16500 Hz., Se utilizé una frecuencia normal para
4% de 75.43 Hz. EL tiempo de adquisicién del pulso fué de 3 s. ElL
numero de barridos empleados para obtener los espectros oscild
enhtre 1000 y 4000,
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5. 0° RESULTADOS. DISCUSION.

La mayoria de los estudios que se han efectuado acerca de la
degradacién enzimitica de 1a HEC, miden el cambio en la viscosidad
del sustrato en funcién del tiempo. En estas circunstancias es
dificil establecer diferencias en la resistencia enzimitica de
muestras de HEC cuyos pesos moleculares se encuentren dentro de un

18
intervalo cerrado **'%.

Para lograr establecerlas, es necesarlo
utilizar ciertos parametros relacionades con la viscosidad y el
tiempo de reaccién del sustrato con la enzima.

El método empleado en este trabajo, relaciona el camblo en la
fluidez relativa -que es un parametro relacionado linealmente con
la viscosidad intrinseca de cualquier solucién- a través del
tiempo do reaccién total con una celulasa, en soluciones acuosas
de HEC, bajo condiciones de pH y temperatura que aseguran la
maxima actividad enzimitica. Este cambio puede explicarse mediante
la interpretacién de las curvas que representan la variacién de la
fluidez relativa C(Fr> en funcién del tiempo de reaccién CTnd,

Las expresiones que definen a Fr y Tn son:

Fr = CTa=Tw) ~ CTI-TW.

Tn = CTL1203 + Tr,

donde:
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Te es el promedio de las mediciones del tiempo de flujo
de las solucicnes estandar,

Tv es el promedic de las mediciones del tiempo de flujo
del agua.

T es el promedio de las mediciones del tiempo de flujo
de las mezclas de reaccidn.

Tr es el promedio de las mediciones de la variacioén del
flujo de cada solucidn, desde el momento que comienza
la reaccién hasta que se miden los tiempos de flujo

de las mezclas de reaccidn.

A continuacién se presenta el tratamiento de los resultados
experimentales para obtener los valores de Fr y Tn de la muestra S
Se midieron los siguientes parametros:

El tiempo de flujo del agua que, medido en el viscosimetro
empleads a 40°C, es constante y tiene un valer Tv = 3.0 segundos.

El valor promedio del tiempo de flujo de las soluclones
estandar, que en el caso de HEC-S al 0.3%, es de Ts = 619.59
segundos.

Los valores de Tr y Ti, se determinaron a 40°C con la
solucién de HEC-5 al 0.3% y una dilucién de enzima 1:10000. dentro
de un lapso no mayor a quince minutos, para evitar la degradacién
total del sustrato. De esta manera, la determinacién de la
resistencia a la degradacién enzimitica se efectua dentro de un
intervalo lineal. Los resultados se presentan en la siguiente
tabla:
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TABLA VIII -

RESULTADOS EXPERIMENTALES DE HEC-5

De los triplicados, se obtienen los valores promedic y, con
estos datos, los valores de Fr ¥y Tn (CTabla IX); que se grafican
para cobtener la curva de hidrolisis correspondiente.

TABLA IX
VALORES DE Tr, Tt, Fr Y Tn DE HEC-S

Tr T Th = TLs120 + Tr Fr = CTe-TwdCTt-Twd

2.23 | 135.84 3.38 8. 88
Aowm v m e e e - = - —— o = -

5. 22 17105.35 | 6. 08 10 a2
1777771 85,15 | 7777 a.858 1" 137287 1
1787e0 1778 es | 10,84 TTTTTTTTT 15780 7 T
11788" | TBaces | TTialse T TTTTTTTTTC P

A continuacidén se presentan las curvas de  hidrélisis
-enzimatica de las muestras de HEC:
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HEG-7 (PENDIENTE = 0.22)
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Curva de Hidrélisis Enzimatica HEC-7

En las graficas se cbserva que conforme el tiempo de reacciodn
aumenta, la fluidez relativa del sustrato se incrementa por efecto
de la enzima que rompe la estructura de la HEC., Cuande se alcanza
la degradacidén total, se tiene una fluidez constante, durante la
cual no es posible medir tLiempos de flujo, pues estos oscllan y no
tienen un comportamiento lineal. ’

A partir de cada curva de degradacién enzimatica se
obtuvieron los valores de las pendientes Cvel ocidad de
degradacién). Estos resultados, Jjunto con les correspondlentés al

10

peso molecdlar peso promedio C(Mv) y al tiempo de flujo de las

soluciones estandar se resumen en la Tabla X.
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TABLA X

RESULTADOS DEL ESTUDIO DE RESISTENCIA A LA DECRADACION ENZIMATICA
DE MUESTRAS DE HIDROXIETILCELULCSA DE PESO MCLECULAR CONCCIDRO

MUESTRA PESO MOLECULAR TIEMPO DE FLUJO PENDIENTE
CMv) DEL ESTANDAR C(TsD
HEC 1 500,000 198.05 s. 0.27
HEC 2 580,000 478.09 s. | 0.80
HEC 3 750,000 669. 73 s. 1.28
HEC 4 780,000 628. 768 s. 1.14
HEC B 820, 000 B819.58 s. 1.18
HEC B 1,100,000 498.952 s, 0,61
HEC 7 1,130,000 845. 40 s. O.22

Co'mo puede observarse, con excepcisdn de la muestra 1. el
resto de las soluciones estandar de HEC, se encuentran dentro de
un intervalo reducido de tiempe de flujo; es decir tienen una
viscosidad semejante bajo estas condiciones de concentracién. Por
esto es posible efectuar un estudio comparative, en base a los
valores de las pendientes de las curvas de hidrélisis enzimatica,
que reflejan el grado de resistencia a la degradacién.

En orden creciente. se listan los valores de las pendientes

de las muestras de HEC:

HEC-7 > HEC-1 > HEC-8 > HEC-2 > HEC-3 > HEC-5 > HEC-4 °
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Las muesiras que tienen los valores maximes y minimos de peso
molecular C1,2,6 y 70 son las que tienen las pendientes mis bajax.
Es decir, son las que menos se degradan, debido a que la actividad
de la enzima sobre el sustrato es menor. Esto se debe a que hay
una mayor uniformidad en la sustitucién, independientemente de la
disponibilidad de grupos hidroxilo; de tal suerte que a pesar de
la magnitud del peso molecular, la enzima dispone de pocos sitios
para romper la molécula de HEC C(unidades de AHG adyacentes no
sustituidas ' o enlaces adyacentes a unidades aisladas de AHG s,

En cambio, las muestras de peso molecular intermedio C3.4 y
8>, presentan paca' uniformidad en la sustitucién y una mayor
disponibilidad de sitios de ruptura, por lo cual son las que mas
se degradan Csus pendientes tienen valores mayores),

En base a lo anterior, se puede afirmar que el grado de
resistencia al ataque enzimatico estid vinculado no solamente con
el peso molecular de cada polimero, sino también con  la
sustitucidén a lo largo de la molécula. Para obtener informacioén
acerca de la sustitucidn y la estructura de la HEC, se utilizdéd la
Resonancia Magnética Nuclear de Carbeono-13.

A partir de la integracién de las sofales de los espectros de
las muestras de hidroxietilcelulosa, se¢ tiene informacién sobre
algunos aspectos estructurales. .

Los espectros fueron oblenidos con muestras de HEC no
degradada. Se fij6 un intervalo entre los pulsos adecuado para
evitar la saluracidén y tener especiros reproducibles.

Por integracién de las sefales en los espectros amplificados
entre 58 y 8% ppm, se obluvieron las areas correspondientes a
7,70 BBt

¢ %, C Y c®'®’. Con estos valores se determina:
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a) el cocliente del ntmero de stomos de carbono en la cadena

lateral y los carbonos terminales en la ramificacién:

b la relaclién entre los 4tomos de carbone terminales de la

ramificacién y aquellos unidos a grupos hidroxtileo primarios no

sustituidos Cen la posicién C-8):

ad

j->]

[->]

dd

®® , cte®®i + 1¢%%mamld

q =1
Con ;;.' Q@ y el valor de la sustitucidén molar se calculan:
el grado de sustitucién:
GS = SM / [Cpra) + 11
el nimero de unidades en las cadenas laterales: n = p/a,
el promedio de grupos hldroxilo primarios no sustituidos:

6,0

IC™" =] = [GS C1-q3) / ¢

el promedio de los grupos hidroxileo secundarios no sustituides,

Cen las posiciones C-2 y C-3):

1c** + 1e® = 3 - 68 - (%=

A 'continuacién se presentan los espectros de RMC de las siate

muestras de HEC:
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En los espectros se observa que la intensidad de la seffal del
carbone C™*%mew  es muy semejante en todas las muestras,

excepcién de la HEC-8, cuya sefal es menos intensa.

a
Esto implica
que la muestra ©6 tiene una mayor sustitucidén en sus grupos
hidroxilo primarios.

La intensidad de la sefial de Co'p‘permanece constante en
todos los espectros con respecto a las sefiales de e y ™

puesto que la
estd en funcidn del

La relacién entre dltimas varia en cada muestra,
intensidad de 1la seMal del carbono 7

incremento de la cadena lateral y este a su vez depende del

aumento de la sustitucidén molar. Las muestras 4 y B son las que

tienen una mayor longitud de cadena y la muestra B es la que tiene
la mayor SM. El resto de las muestras presenta una relacién entre

ambas seffales practicamente constante.
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El tratamiento de los datos calculados por integracidén
seffales para la muestra §, es el siguiente:

de las

Los valores del Aarea para cada seffal C(obtenidos por

planimetriad son:
c®%p=m = 1,0,
= 2.3,
=1.6.
= 2.3.

Area
Area C
Area C
Area C

2.9’

La magnitud aproximada de los parametros estructurales
molécula de HEC-8 es:

p=2.3,/23 ====>p=1,0

g = 2.3/C2.3 +1.0) ====> g = 0.70

GS = 2.0 7 €0.5 + 1,00 ====5 GS = 1,33

n = 0.90

de la

1c%*%mel = 1.33C1.0 -0.70) ~ 0.70 ====> [(C™®m=w) = 0.57

1c®? + 1c®¥ =3 - 1.33 - 0.57 === (¥} . (c®?] = 1.10

De la misma forma, se calculan los parametros estructurales

aproximados de las muestras de HEC restantes. Los resultados se

resumen en la Tabla XI.

59

W

et
'\‘3\5\;\%\\\3“\‘“



TABLA

XI

RESULTADOS DE RMN-'?C PARA HIDROXIETILCELULOSA.

a
CH_OR

5 P2 s
LT
4 OR 2 or

m

? L} °
R= & (cH ¢ o) -c H_o
" 2GS H H G H0H

d.063

Muestra SM GS P n et (c” + C

* * -+ OI-H +

- 3.5 - 0.7 - 0.5 - 0,2 - 0.2
HEC-1 1.8 1.34 o.82 0. 41 0. 860 1.08
HEC-2 1.8 1.24 0. 80 0: 48 0.61 1.15
HEC-3 1.84 1.21 1.02 0.851 1.00 0.79
HEC-4 2.0 1.29 1.10 0. 58 0,70 1.01
HEC-8 2.0 1.33 1.00 0.50 0.57 1.10
HEC-6 2.5 1,37 1.64 0. 82 0.83 1.10
HEC-7 2.2 1.48 1.04 0.82 0.8z 0.93

50




Como puede observarse, a medida que aumenta el valor de la
sustituciédn molar CSMD, se incrementan también los valores de p y
de n, por lo que se espera un incremento en el numero de
ramificaciones a lo largo de la molécula., Es decir, las cadenas
laterales aumentan de tamafio. Sin embargo., la tendencia no se
conserva en lo que se refiere a la sustituclén en el carbono B y
en los carbonos del anillo con grupos hidroxilo secundarios.

De la misma forrn'a y como se menciond anteriormente. el grade
de sustitucién CGSD puede tener varios valores para una
determinada sustitucién molar., ya que es un parametro determinado
por la cinética de la reacciédn de sintesis.

En el caso de las muestras 4 y 5, que tienen la misma
sustLLu.CLOn molar, es claro que la que tiene un menor GS CHEC 42,
es la que tiene una menor sustitucién en el grupo hidroxile
primario Cel valor mayor de % %m=md y mayor sustitucién en los
carbonos secundarios C-2 y C-3.

El parametro mas importante que se considerd para comparar
las muestras de HEC es el grade de sustitucién; sin embargo se
tomé en cuenta también la sustitucién en el grupe hidroxilo
primario.

En . orden decreciente de GS, se listan las muestras de HEC:
HEC7 > HEC ©® > HEC 1 > HEC 5 > HEC 4 > HEC 2 > HEC 3

En general, las muestras con mayor GS son las que, como se
esperaba, tienen un peso molecular mas alto., Aquellas de peso
molecular intermedio tienen menor GS. Sin embargo, en las muestras
de bajo peso molecular, no existe una congruencia en el valor de
GS de la muestra 1, puesto que se espera que, al igual que la
HEC-2, tenga un bajo GS.
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Para establecer una correlacidn entre el grado de resistencia
a la degradacién enzimitica y la sustituciodn global en la HEC, se
resumen los resultados en la siguiente tabla:

TABLA XI1I

RESULTADOS OBTENIDOS CON EL METODO DE DETERMINACION DEL GRADO
DE RESISTENCIA A LA DEGRADACION ENZIMATICA Y CON LOS ESPECTROS
DE RESONANCIA MAGNETICA DE CARBONO-13 DE HIDROXIETILCELULOSA.

MUESTRA PENDI ENTE 6s % %zn *o.2

En general, las muestras con mayor grade de sustitucién CGS
y que estAn mas sustituidas en los grupos hidroxilo de la cadena
lateral ¢C®m-=ud tienen mayor resistencia al ataque enzimatico. Sin
embargo, la muestra S presenta estas caracteristicas y no es
muy resistente al ataque enzimitico.

La muestra que mis resiste la hidrélislis enzimatica es la .
HEC-7. Esta tiene la mayor sustitucién global en la molécula y una
alta sustitucién en sus grupos hidroxilo primarios. Ademas, es la

muestra que tiene el peso molecular mis elevado.
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Como se discutlisé anteriormente, las muestras de pesos
moleculares altos y las de bajo peso molecular son las mas
resistentes a la accién de las celulasas y, conSecuentemente, las
mas sﬁsi.it.uidas.

Las muestras menos sustituidas en el grupo hidroxile primario
Cvalor maAs grande de C°l=u) y con una menor sustitucién global son
las que mAs se degradan. Estas HEC son a su vez, las que presentan
un peso molecular intermedio. .

L.a muestra de HEC-4 es la que presenta la menor resistencia
enzimatica, tiene un valor de GS bajo y la menor sustitucidén en el
carbone 6 Cel maximo valor de [C? m=nl).
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6.0, CONCLUSIONES,

1> E! método en el que se basa la determinacién del grado de
resistencia a la degradacién enzimatica permite evaluar y comparar
el comportamiento de muestras de hidroxietilcelulosa y, en

general, de éteres celulésicos.

2> Existe una correlacién entre la resistencia al ataque

enzimitico ¥y la sustitucién en la molécula de HEC.

3 las muestras mas resistentes son las que tienen una mayor
sustitucién en sus grupos hidroxilo primarios y, consecuenlemente,

las que estas mas suystituidas a lo largo de su estructura.
4> Las muestras con menor uniformidad de sustitucién son las que

mAas Sse degradan; Yy corresponden a los pesos moleculares

intermedios de las muestras de HEC,
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