S A LZR (NIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA
*-\-1‘-,«1. AT

N

DEPTO, D& PASAMTES Yy
EXAMENES PROFS&!IONALES
FAC. DR QUIMICA

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
DE GLUCOSIDOS.

T E S I S

Que para obtener el titulo, de:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P r e s e n t a

Maria de Jesis Cecilia Cruz Ortega

México, D. F. 1981



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO  ASIGNADO

Presidente Dra. Ofelia Espejo de Ochoa.
Vocal Dr. Rafael Castillo Bocanegra.
Secretario Dr. Rail G. Enriquez Habib.

ler. Suplente M.C. Ma. Teresa Reguero Reza.

20. Suplente M.C. Ma. Isabel Aguilar Laurents.

{

Sitio donde se desarrolld el tema:
Departamento deQuimica Farmacéutica y Pro-
ductos Naturales. Div. de Estudios de Pos-

grado. Fac. de Quimica. U.N.A.M.

wtd Coiln Lo Olige .

Sustentante : Maria de Jesds Cecilia Cruz Ortéga. -
/
Asesores del tema: Dra. Ofelia Espejo de 0choa."(i
Dr. Radl G. Enriquez Habib.



En este pequefio espacio quiero manifestar
mi gratitud a mis padres que con su ejem-
plo y carifio han guiado mi vida; a Cris-
tina, Rocio y Carlos, por todos los mo-
mentos agradables que he pasado en su com-

pafifa.



A la memoria de:
Aida Ma. Villegas Ramirez.
Su amistad perdurard en

mi eternamente.



A Nadia Cristina.

Por la felicidad que significa.



Agradezco a todas las personas que-con su
inapreciable ayuda hicieron posible la
realizacidn de este trabajo; especialmente
a la Dra. Espejo y al Dr. Enriquez por su
acertada direccién; a Angélica, Isabel,
Lilia y César, por su desinteresada

ayuda.



A mis amigos.



INDICE

1. Introduccion ..o.iveiiiiiiiniiiiiniiiiiininnennens o1
2. Generalidades ........coiiviiieiiinieinenrennnnnnnes 2
2.1 Heterdsidos .......ccvvvvvnneennnsns Ceeenaes Ceerenens 2
2.1.1 Propiedades qufmicas ........evvvevennnnn Ceenaae eee 1
2.1.2 Estructura ............ e reteresittectrtanans ceeeeas 8
2.1.3. Determinaci6n de la estructura de los heterdsidos .. 10
2.2 Resonancia Magnética Nuclear .......... Ceretsesanans 14
2.2.1 Fundamentos .......... cheennns Ceeereserereearrasaes 14
2.2.2 Desplazamiento quUTMICO .....covvvervienenennrenennes 16
2.2.3 Multiplicidad. Constante de acoplamiento .......... 18
2.2.4 Fendmenos de relajamiento ........ccvvieiivnnnnnnens 23
2.2.5 Reactivos de desplazamiento .........cceveveiunnnnns 26
2.2.6 Determinacion de pesos moleculares por RMN ......... 30
3. Parte Experimental .........ciiiiiiiiiiiiiiienennnns 33
3.1 Material .....iiiiriiiiiiiiiiiiiiiiitieenieneannnns 33
3.2 Preparacion de derivados acetilados y obtencidn de los
espectros de RMN-IH ................. B |
3.2.1 Pentacetato de Esculina .....ocovviiiiinnneinennnnes 35
3.2.2 Acetato de Diosgeningd ........ccveeennnnienninnnenes 36
3.2.3 Tetracetato de 3-0-[g-D-Glucopiranosil]-diosgenina . 36
3.2.4 Hexacetato de 3-9:[a-L-RamnOpiranosi1-(1+4)-B-D-glu-

copiranosil)-diosgenina ..........ccoevveiiniinnenn, 37

3.2.5 Octacetato de 3-0-{[a-L-Ramnopiranosil-(1+4)]-[a-L-
-ramnopiranosil-(1+2)-B-D-glucopiranosi1]}-diosgenina 38
4. ResUTtados ....oiiiiinineniveninneeiorrnnnnensnnnnnas 44
5. DISCUSTON vuvviiiiiiiint ittt eieeerennannsoannas 47
6. Apéndice de eSPectros ........ciieiiieriineiennnenns 51
7. Bibliografia ..oveveieriiieniniriinierennecennnennns 65



1. INTRODUCCION.

La revision bibliografica sobre la resonancia magnética nu-
clear de compuestos polihidroxilados y de derivados de ellos,
muestra que ésta técnica ha proporcionado una gran cantidad de
informacion tanto acerca de sus estructuras como de su confor-
macion.

En el abordaje del tema se han empleado diferentes métodos
y técnicas entre las que se cuenta la irradiacion miltiple, el
uso de derivados quimicos, las diferentes técnicas de pulsos y
la deteccion alternativa de H-1 y C-13 con sus diferentes modos
de desacoplamiento, el uso de campos magnéticos intensos (ma-
yores de 200 MHz) y los reactivos de desplazamiento.

A o largo de este trabajo se demuestra que es posible cuan-
tificar el nimero de azlicares unidos a la molécula empleando un
campo de valor intermedio-bajo (90 MHz) y el criterio del nimero
de grupos acetilo observados. Esta informacion pudo utilizarse
adicionalmente con la del peso molecular, obtenida con un margen
de error que normalmente no excedid del 2% para el estudio de las
sustancias de este trabajo.

Con el peso molecular aproximado, el nimero de grupos oxhi-
drilos determinados y la informacion adicional de tipo quimico
sobre la naturaleza de lod aziicares, se dispone de una informa-
ci6n importante para postular la estructura de glucdsidos en un

gran nimero de casos.



2. GENERALIDADES.
2.1 Heterdsidos.

E1 término mds apropiado para nombrar a los glucésidos es el
de heterdsido, en el que el prefijo indica que la molécula estd
formada por dos moléculas diferentes y el sufijo hace referencia
a que una de ellas es un aziicar; a la otra fraccion se le conoce
como aglicon o genina.

Los heterdsidos son compuestos derivados de las formas ci-
clicas de los aziicares (piranosas y furanosas), en las que el hi-
drogéno del oxhidrilo hemiacetdlico del azicar (carbono No. 1)
ha sido sustituido por un grupo alquilo o arilo proveniente de un
alcohol, formiandose un nuevo enlace de tipo acetal (1), como ésta
unidn es a través de un oxigeno se les nombra 0-heterdsidos y

éste tipo de union es la mds abundante en las plantas.

H,0H CH,O0H
OH OR
OH N 4 RoOH —— (OH )7 H,0
HO HO
OH OH
D-GLUCOSA



Los avances mis recientes en la quimica de productos natura-
les demuestran la existencia de un gran nimero de estructuras he-
terosfdicas con diversas actividades farmacoldgicas y antimicro-
bianas. Algunas de estas estructuras se encuentran en plantas,
bacterias, hongos, algas y animales superiores, tomando parte en
la actividad bioldgica o formando estructuras de proteccion.
Ejemplo de ellas son los que se encuentran en el tejido nervioso
(cerebrésidos), las glicoproteinas, que se encuentran en la san-
gre, leche y algunas enzimas, etc. (2).

Es evidente que la quimica de los O-heterdsidos tiene impor-
tancia tanto industrial como bioldgica. Muchos de ellos actiian
como agentes terapéuticos, como es el caso de los glucdsidos car-
dioténicos, los heterdsidos laxantes de las hojas del sen, la sa-
licina, cuya accion es semejante a la del dcido salicilico, (3).

Su clasificacion no ha sido sencila, ésta puede darse tanto
por la naturaleza del azlicar como por la de su aglicon. EIl azi-
car que con mayor frecuencia se encuentra formando parte de un he-
terbsido es la glucosa, pueden encontrarse todos los aziicares na-
turales conocidos en mayor o menor proporcion como galactosa, ma-
nosa, fructosa, arabinosa, xilosa, ramnosa, apiosa, etc. Tomando
como base la naturaleza quimica del aglicon se ha hecho la si-
guiente clasificacion: a) Heterdsidos de alcoholes y fenoles.

b) Heterdsidos de antraguinonas. c) Heterdsidos cianogenéticos.
d) Heterdsidos de cumartnas (lactonas). e) Heterdsidos cardio-
tonicos. f) Saponinas, g) Heterdsidos de tiocianatos.

h) Flavonoles. i) Otros (2). En la figura 1 se ilustran algu-

nos de estos compuestos,
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Las saponinas (del latin sapbn: jabdén, consistencia de,), am-
pliamente distribuidas en plantas superiores se caracterizan por-
que forman soluciones coloidales con el agua y poseen la propie-
dad de formar espuma jabonosa con ella ya que disminuyen la ten-
sion superficial de la misma, presentan un sabor amargo, son to-
xicas para los animales de sangre fria y hemolizan los glébulos
rojos. E1 aglucén de las saponinas recibe el nombre de sapogenina.
De acuerdo a la estructura del aglucon las saponinas se dividen en
dos diferentes grupos: saponinas neutras, que son derivados del
ciclopentanoperhidrofenantreno (I1I) y saponinas dcidas que deri-

van de un triterpeno(III)(4).
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Los aglucones derivados del sistema esteroidal ciclopentano-
perhidrofenantreno, tienen gran importancia farmacoldgica, ejem-
plo de ellos son el aglucdon de los heterdsidos cardiotdnicos como
la digitalina y el aglucdn de las saponinas esteroidales como la
diosgenina.

La cumarina es la lactona del &cido ortohidroxicindmico (IV).

v
CUMARINA

Las cumarinas sustituidas estdn ampliamente distribuidas en
la naturaleza, sin embargo, los heterdsidos derivados de cumari-
nas no son muy abundantes, siendo pocos los que tienen importan-
cia farmacoldgica. Se les encuentra en ciertas drogas vegetales,
por ejemplo la esquinina, presente en el anfs estrella japonés,
que por hidrdlisis, produce 7-hidroxicumarina, conocida como um-
beliferona; la esculina, encontrada en la corteza del castafio de
indias, que por hidrdlisis da la esculetina (6,7-dihidroxicumari-
na); la dafnina, que se encuentra en plantas del género Mexerum

sp., Gnida polycephala, por hidrdlisis produce la fraxetina (6-

metoxi-7,8-dihidroxicumarina); 1a escopolina, encontrada en la



belladona y en plantas del género Gelsemium, produce escopoletina
(6-metoxi-7-oxicumarina), que es un éter dimetflico de la esculina;
para ninguno de los anteriores compuestos se ha reportado un uso

medicinal (3:5)

2.1.1 Propiedades quimicas.

Los heterdsidos son relativamente estables frente a los dlca-
1is, pero pueden ser hidrolizados facilmente a sus correspondien-
tes azlicares y aglicones por los dcidos y las enzimas. Muchos de
ellos son solubles en agua, alcohol y en mezclas de alcohol-agua.
Son escasamente solubles o insolubles en cloroformo y en éter.

La solubilidad depende tanto de 1a naturaleza del azdcar como de
la del aglicon. La solubilidad en disolventes orgadnicos disminu-
ye a medida que aumenta el niimero de azlcares (6).

Los heterdsidos a diferencia de algunos aziicares no son com-
puestos capaces de reducir el nitrato de plata y las sales de co-
bre, debido a que cuando se forma 1a union heterosidica se bloquea
la funcion aldehidica del azicar.. S61o pueden reducir a tales
agentes cuando su aglicon posee grupos reductores como sucede con
el aglicdn del estrofantssido K (5).

Los grupos hidroxilo libres de los heterdsidos pueden formar
derivados acetilados, que son de gran utilidad en la determina-
cion de su conformacion y de su estructura. Por ejemplo, el tra-
tamiento del metil-D-glucopiranésido con anhidrido acético produ-

ce tetra-0-acetil-metil-a-D-glucopiranbsido (V) (7):



Ac
Ac

OAc

También se puede emplear como agente acetilante el dcido acético
glacial. Los catalizadores més empléados son: el acetato de sodio,
el cloruro de zinc, la piridina y el anhidrido trifluoroacético.
Los heterdsidos acetilados, a su vez, son hidrolizables por trata-
miento dcido. E1 impedimento estérico y la temperatura afectan la

formacion de los derivados acetilados de los heterdsidos (8).

2.1.2 Estructura.

Los aziicares reductores en solucion pasan de la forma lineal

a la ciclica ya sea de tipo pirano o furano (VI).

CH20H
CH,OH
OH o .OH
OH - :
H
HO
OH OH
VI
D-Glucopiranosa D-Fructofuranosa



Como los aziicares simples existen en las formas alfa y beta,
son posibles dos tipos de heterdsidos del mismo aziicar, siendo
nombrados alfa y beta heterdsidos respectivamente. E1 oxhidrilo
del carbono No. 1 al efectuarse la ciclizacion, adquiere una de
dos orientaciones, axial o ecuatorial. A la primera se le 1lama
alfa y a la segunda beta y al carbono 1 por presentar este tipo
de isomerismo se le denomina carbdn anomérico. Lo anterior se
ejemplifica con las estructuras del metil-D-glucopirandsido alfa

y beta respectivamente (VII).

H H
CH,0H Jcy,0H
H H
Ho H HO 0CH3
H OH 4 OH
H 0CH3 H H
VII
Metil-a-D-glucopirandsido Metil-g-D-glucopirandsido



E1 andlisis conformacional indica que para las glucopirano-
sas la conformacion de silla es 1a mas estable. Hay dos confor-

maciones de silla posibles para la g-D-(+)-glucopiranosa:

H CHy0 EH0H oy
HO >
Ho A
y O
H H
VIII IX

Siendo VIII mds estable que IX debido a que los substituyentes
voluminosos (-CHZOH) ocupan posiciones ecuatoriales; en IX Tos

substituyentes voluminosos estdn en posicidn axial (9).
2.1.3 Determinacion de la estructura de los heterdsidos.

Para dar la estructura de un heterdsido es necesario esta-
blecer:
a) E1 tipo de aglucdn que lo compone.
b) E1 tipo y cantidad de aziicares que los constituyen.
¢) La secuencia y el sitio de unidn entre los aziicares.
d) La estereoquimica de la union glicosidica.

La estructura de un heterdsido se puede determinar por méto-
dos qufmicos o instrumentales que generalmente se complementan.

Los métodos quimicos mds empleados son:

10



a) Hidrdolisis total con dcidos minerales o enzimas y posterior
identificacion de los productos de reaccion ya sea por la forma-
cidn de derivados o por la degradacion de 1a molécula a compuestos
conocidos, esto con el fin de poder establecer el tipo de aglucdn
y azicares que componen el heterésido. La formacidn de derivados
como peracetatos, derivados permetilados, osazonas, se emplean para
la jdentificacion de los aziicares (6).

b) La cuantificacion de los aziicares se hace basdndose en las pro-
piedades reductoras de éstos sobre iones Cu2+, Agl+, etc., determi-
néndose sus productos de reduccidon por los diferentes métodos de
andlisis. Debido a la presencia de un grupo carbonilo (en equili-
brio hemiacetdlico), los monosacdridos son agentes reductores fuer-
tes. En solucidn alcalina pueden reducir al nitrato de plata (reac-
tivo de Tollens) y a las sales de cobre (reactivo de Fehling); tam-
bién pueden ser oxidados por el dcido nitrico, el agua de bromo y
el acido peryddico (6). Los azicares que son capaces de reducir a
tales agentes oxidantes se 1laman azicares reductores. Por medio
de una degradacidn oxidativa podemos determinar si un heterésido se
encuentra en la forma de pirano o de furano. Los pirandsidos des-
pués de efectuada la reaccion dan como productos un dialdehido y
dcido formico, mientras que los furandsidos dnicamente dan el dial-
dehido (7).

¢) La secuencia y sitio de unidn entre aziicares se puede determi-
nar por hidrdlisis parcial, oxidacion con dcido peryddico y andli-

sis de los productos.
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d) La estereoquimica de la unidn glicosidica en los heterdsidos se
puede determinar por el método de las diferencias de rotacion mole-
cular entre un glucdsido y su aglicdn, o realizando hidrdlisis enzi-
matica.

E1 método de las diferencias de rotacidon molecular fue descri-
to en 1950 por Klyne, &sta técnica se desarrolld en un principio
para establecer el enlace anomérico de glucdsidos cardiotdnicos y
consiste en calcular la diferencia de la rotacidn molecular entre
el glucdsido y su aglicdn, éste resultado se sustrae a la rotacidn
molecular de un metil-glucésido, empleado como referencia, cuyo en-
lace anomérico es conocido; si el resultado de ésta Gl1tima diferen-
cia estd dentro del rango de +100° y -70° el enlace anomérico del
glucésido desconocido serd el mismo que el de la referencia (10).

Las enzimas que son capaces de hidrolizar a los heterdsidos,
en general a los oligosacdridos se encuentran en diversos materia-
les bioldgicos, es muy comin encontrarlas asociadas con sus subs-
tratos y para obtener este U1timo es necesario destruir la enzima
antes de que tenga lugar la hidrdlisis. Las enzimas que hidroli-
zan heterdsidos y oligosacaridos se conocen como glicosidasas, las
que hidrolizan polisacdridos se conocen como polisacaridasas.

La primera enzima en ser descubierta fue la emulsina, ésta en-
zima estd presente en las almendras dulces e hidroliza al glucdsido
amigdalina, también encontrado en las almendras. Esta enzima es
principalmente una g-glucosidasa, aunque dependiendg del pH puede

presentar actividad de o-glucosidasa.
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Las B-hexosidasas catalizan la ruptura de g-heterdsidos y
las a-hexosidasas la ruptura de a-heterdsidos (11).

Entre los métodos instrumentales que prestan gran ayuda para
la determinacion de la estructura de los heterdsidos tenemos: la
cromatografia de gases, la espectrometria de masas, la determina-
cion de la rotacidn optica, la resonancia magnética nuclear de
carbono-13 (RMN-13C) y de hidrégeno-1 (RMN-1H) (122 13)

Se ha visto que el estudio del espectro de RMN-IH de deriva-
dos acetilados de heterdsidos y de azlcares es de gran utilidad
en la identificacion de &stos compuestos, asf como también en la
asignacion de su estereoquimica (13, 14).

En este trabajo se estudian los peracetatos de diferentes

glucosidos empleando 1a RMN de H-1.
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2.2 Resonancia Magnética Nuclear.
2.2.1 Fundamentos.

La determinacidn de la estructura de compuestos organicos se
ha facilitado enormemente por los avances de la espectroscopia, la
interpretacion y correlacion de gran nimero de datos espectrosco-
picos y por el disefio de nuevos espectrometros.

Los métodos espectroscopicos estdn basados en el hecho de
que las moléculas son capaces de absorber o emitir radiaciones
electromagnéticas (energia radiante) experimentando distintos ti-
pos de excitacion como: deformaciones de enlace, excitacidon rota-
cional, inversiones de spin nuclear o fragmentacion de los enla-
ces. Estas formas de excitacion requieren diferentes Eantidades
y tipos de energia. La relacion entre la cantidad de energia ra-
diante absorbida o emitida como funcion de la longitud de onda se
1tama espectro de absorcion o de emision. Los métodos espectros-
copicos se pueden clasificar ya sea de acuerdo con la porcidn del
espectro involucrada o de acuerdo al mecanismo atémico o molecu-
lar que se considere como el responsable de la absorcidon de ener-
gia radiante.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear implica la
absorcidn de radiacion electromagnética en la region de radiofre-

cuencia del espectro y estd basada en la transicion de los estados
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de spin de un nicleo, como resultado de una absorcidn de energfia.
Ciertos niicleos con nimero non de protones y de neutrones ( lH,
130, 31P, 19F, etc.) poseen un momento mecénico de spin, el cual
conjuntamente con la carga del niicleo produce un momento magnéti-
co. El nicleo se comportard entonces como un pequefio imdn cuan-
do se sitda en un campo magnético uniforme pudiendo tomar varias
orientaciones o estados de spin (2I + 1 orientaciones). Cuando a
un protén (I = 1/,) se le aplica un campo magnético externo van a
ser posibles dnicamente dos orientaciones: una de baja energia {a
favor del campo magnético externo) y otra de alta energfa {en con-
tra del campo magnético externo). E1 campo magnético debe ser
homogéneo, para que todos los protones de la muestra lo experi-
menten en igual forma. La diferencia de energia entre las dos
orientaciones es proporcional a la fuerza del campo magnético ex-
perimentado por los nicleos. La irradiacion de los nicleos en un
campo magnético con una frecuencia uniforme da como resultado una
absorcion neta de energia por los nicleos. Una grdfica de absor-
cion de energia contra la intensidad de campo aplicado se conoce
como espectro de resonancia magnética, y se puede obtener mante-
niendo la frecuencia constante y la intensidad de campo variable

o viceversa. En la prdctica se ha encontrado que es mds convenien-
te mantener constante 1a radiacion de frecuencia y variar gradual-

mente la fuerza del campo magnético (15).
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2.2.2 Desplazamiento quimico.

E1 cambio en la frecuencia de resonancia con respecto a una
posicion arbitrariamente elegida se denomina desplazamiento qui-
mico. Las densidades electrénicas y otros efectos (anisotropia,
campos eléctricos, etc.) de los protones de varios grupos funcio-
nales son lo sucificientemente diferentes como para absorber ener-
gfa a diferentes valores del campo magnético aplicado. Con la es-
pectroscopia de resonancia magnética nuclear disponemos de un mé-
todo extremadamente sensible para investigar el entorno de los di-
ferentes niicleos contenidos en una molécula particular. ET des-
plazamiento quimico depende mucho de la densidad electrdnica que
rodea al nicleo que se estd observando 0 que estd asociada con el
atomo al cual estd unido. Los electrones que rodean a los dife-
rentes nicleos los protegen, en parte, del campo magnético que se
opone al campo externo o de laboratorio. En una molécula los pro-
tones estdn protegidos en grado diverso, y gracias a ello se pue-
den distinguir unos de otros. Mientras mds protegidos esten los
protones se requerird un campo magnético externo mayor. Debe te-
nerse en cuenta que tanto la geometria de la molécula como la
contribucion de las diferentes conformaciones moleculares y la
presencia de grupos funcionales pueden tener efectos muy profun-

dos en el desplazamiento quimico de un hidrdgeno dado.
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Para determinar exactamente las posiciones de los picos se
afiade a la muestra un patrdn interno. La posicidn en la cual se
produce la absorcidn del patrdn se utiliza como referencia para
calibrar la intensidad del campo a la cual se le asigna un des-
plazamiento de cero Hertz (Hz). E1 patrdn interno empleado casi
universalmente es el tetrametilsilano (TMS), el cual tiene doce
protones equivalentes, es quimicamente inerte y produce una sola
1inea de resonancia.

Generalmente Tos desplazamientos quimicos se miden en unida-

des delta (6):

6=Avx106
radiofrecuencia (MHz)
Donde:
av = diferencia en la frecuencia de absorcion de la muestra y

del compuesto de referencia en Hz.
Cuando la radiofrecuencia para los protones es de 60 MHz
(= 60 x 10 Hz) y una absorcidn ocurre a 60 Hz abajo del campo del

TMS, el valor de la absorcidn es :

5= 80 x108
50 x 105

Un desplazamiento (Av) de 60 MHz es una radiofrecuencia to-
tal de 60 MHz, es un desplazamiento de una parte en un millén, por
lo que § puede considerarse como el desplazamiento quimico a partir

) (16).

del TMS expresado en ppm (partes por milldn
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2.2.3 Multiplicidad. Constante de acoplamiento.

E1 espectro de resonancia magnética nuclear (rmn) muestra
usualmente sefiales diferentes para cada tipo de protones de una
molécula, es por eso que una molécula con grupos funcionales di-
versos tendrd un espectro mds complicado. Una sefial de un grupo
de protones equivalentes puede consistir de picos miltiples debi-
do a las interacciones con otros nicleos magnéticamente activos
que se encuentran en las vecindades. La multiplicidad va a refle-
jar el medio que rodea a los protones, no con respecto a los elec-
trones, sino con respecto a otros protones y nicleos vecinos mag-
néticamente activos, es decir, que un grupo de protones quimica-
mente equivalentes pueden estar influidos por otros nicleos loca-
lizados lo suficientemente cerca para que se acoplen a través de
las nubes de electrones. Cuando dos protones interaccionan uno
con otro de ésta manera se dice que estdn acoplados. E1 grado de
acoplamiento se conoce como constante de acoplamiento J y es el
nimero de Hertz que separa a las sefiales entre si. E1 valor de J
es independiente de la frecuencia o del valor del campo magnético
aplicado. Los protones en un mismo atomo de carbono cuando son
equivalentes generalmente no muestran acoplamientos, a menos que
estén interviniendo factores especiales. E1 valor de la constante
de acoplamiento depende del dngulo entre las ligaduras a través de

las cuales se transmite el efecto de acoplamiento. Es por eso que
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la correlacion entre dngulos contra J se puede emplear para eluci-

dar la estructura de un compuesto.

-CH
CH3CHZOCH2CH3 Jd=7Hz =~ a0t

-0CH

Jd=7Hz » «

8.0 7.0 6.0 50 4.0 3.0 2.0 1.0 0

§ (ppm)

Figura 2
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En la figura 2 se muestra el espectro del éter dietilico.
Cada protén metilico estd adyacente a dos protones CH,, ambos pro-
tones pueden estar alineados a favor o en contra del campo o bien

uno de ellos puede alinearse a favor y otro en contra del campo:

Ambos a favor del campo: +
Uno a favor y otro en

4 N
contra del campo:
Ambos en contra del campo: A4

Los protones metilicos experimentan tres campos magnéticos
ligeramente diferentes y aparecen como una sefial triple (triplete).
Puesto que la segunda situacion tiene el doble de posibilidades
que los otros dos el triplete tiene intensidades relativas 1:2:1.
Cada protdn metilénico estd adyacente a tres protones metilicos
que, como grupo, pueden estar alineados en una de cuatro formas
diferentes:

144 e M A MY W et Yot
Es por eso que los protones metilénicos aparecen como un cuadru-
plete 1:3:3:1. Los dos grupos de protones tienen valores de la
constante de acoplamiento idénticos, indicando con ello que estédn
acoplados entre si. Se observa que en general, un grupo de "n"

protones equivalentes pueden dividir las sefiales en n + 1 picos.
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Esta regla tiene dos partes: primero, el nimero de picos en el

multiplete para la resonancia de un grupo de nicleos sera uno mas

que el niimero de nicleos en el otro grupo.

Segundo, las intensi-

dades relativas de los picos entre los multipletes sequird los

coeficientes de la distribucion binomial: dobletes serdn 1:1, tri-

pletes serdn 1:2:1 y asi sucesivamente como se indica en la fi-

gura 3.
Nimero de Nimero de Nombre del
vecinos. picos en el multiplete.
multiplete.
0 1 Singulete
1 2 Doblete
2 3 Triplete
3 4 Cuarteto
4 5 Quinteto
5 6 Sexteto
6 7 Septeto
n n+l
Figura 3

Intensidades
relativas entre

Tos multipletes.

1
1:1
l:2:1
1:3:3:1
1:4:6:4:1
1:5:10:1035:1
1:6:15:20:20:15:6:1
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Por 1o general la multiplicidad de una sefial de absorcidn se
puede representar por la siguiente ecuacidn:
Ndmero de picos = 2In+1  ..... (1)
en 1a cual I es el nlmero cudntico de spin de los nicleos acopla-
dos y n es el nimero de ellos quimicamente equivalentes (15).

E1 andlisis de la multiplicidad spin-spin es relativamente
simple para los efectos de "primer orden". Se entiende por siste-
ma de spin el conjunto de niicleos que estdn acoplados spin-spin,
dando lugar a absorciones reconocibles, Una molécula dada puede
contener varios de estos sistemas de spin identificables, los cua-
les, casi siempre son descritos asignindoles letras a los niicleos,
por ejemplo, el grupo etilo (-CH,CH3) es un sistema de spin AX3 y
un benceno para-disustituido es un sistema AA'BB'. Contando el
nimero de estados de spin diferentes es posible predecir el nime-
ro de picos que tendrd un multiplete. E1 andlisis de la multipli-
cidad de primer orden sigue las siguientes reglas (16):

1) E1 desplazamiento quimico, en hertz, entre los niicleos A y B
es vy - vg = Avpa. Si la relacion “AB/ JAB es grande (mayor de
10) se observa multiplicidad de primer orden.

2) Un grupo de " nicleos equivalentes del tipo A acoplados con
ny nicleos equivalentes del tipo X producirdn una sefial de resonan-
cia para A teniendo ZnXIX picos, asimismo la sefial para X sera
2nAIA + 1 componentes.

3) La constante de acoplamiento JAX se obtiene de la distancia -

entre dos de cualquiera de los submultipletes y debe ser la misma

para los multipletes de A y X.
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4) Las intensidades relativas de los picos de los multipletes es-
tdn dadas por los coeficientes de 1a expancidn binomial (a + b)".

Resumiendo, la asignacidon correcta de las sefiales de rmn per-
miten estudiar varios aspectos como son:

E1 nimero de sefiales, que indica el tipo de efectos a que es-
ta sometida cada clase de nicleos y sugiere sus vecindades funcio-
nales.

La intensidad de las sefiales (integracion), informa de la
cantidad de protones de cada clase presente en la molécula.

La multiplicidad de la sefial, indica los nicleos que son ve-

cinos a la clase de niicleos considerada.

2.2.4 Fendmenos de relajamiento.

Cuando una muestra de niicleos se coloca en un campo magnéti-
o Ho’ los momentos magnéticos de los nicleos estardn orientados
en el campo magnético de acuerdo a los niveles de energia permi-
tidos. Para un sistema con niicleos idénticos I = 1/,, existen
dos niveles de energia permitidos correspondientes a la orienta-
cion del momento magnético, ya sea que estén alineados con el cam-

(15). E1 movimiento térmico, se opone a que

po u opuestos a &l
los nicleos estén en el nivel mds bajo de energia, &ste movimien-
to tiende a jgualar la poblacidn entre los dos niveles (satura-
cidn). Cuando un gran nimero de nicleos, de un isdtopo en

particular, magnéticamente activos estan en un campo magnético
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deben alcanzar el equilibrio térmico, esto es, que en el estado de
baja energia habrd mucho mds niicleos que en el de alta energia (17).
E1 nimero relativo de niicleos en los estados corresponderd a la

distribucion de Boltzman:

b=

ﬁt - e-AE/kt
En donde n,yn_son el nimero de niicleos en el estado de alta
energia y en el de baja energia, respectivamente; AE, es la ener-
gia de separacion entre los dos niveles energéticos; k, es la con-
stante de Boltzman; T, es la temperatura absoluta.

Los niveles de energfa para un conjunto de nicleos equiva-
lentes estdn degenerados y por lo tanto igualmente poblados en au-
sencia de un campo magnético grande, existe un proceso por el cual
la distribucion de Boltzman queda establecida (constante). Los
nicleos experimentan movimientos térmicos e interactuan con sus
alrededores. Esta interaccion proporciona un mecanismo para la
transferencia de energia entre el sistema de spines y sus alrede-
dores, de tal forma que la transicidn entre los niveles de ener-
gia ocurre. Este proceso recibe el nombre de relajacion longitu-
dinal y en €1, la energfa del spin nuclear se convierte en energia
térmica y es la responsable de que se mantenga una diferencia de
poblacion entre los estados de spin o sea del reestablecimiento
del equilibrio de la distribucion de Boltzman, después de que el
equilibrio se ha modificado por la absorcion de energia de radio-

frecuencia. Este relajamiento estd caracterizado por un tiempo
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de relajamiento longitudinal "tl", que es el tiempo de vida media
requerido para que un grupo de niicleos perturbados alcance o re-
torne al estado de equilibrio. La magnitud de tl’ depende del es-
tado fisico de la muestra, la temperatura y del tipo de nicleos

en consideracidn (18).

E1 mecanismo de relajacion longitudinal es importante porque
determina la posibilidad de que se 1leve a cabo 1a rmn. Tiende a
mantener un exceso de spines en el nivel de baja energia y por lo
tanto evita la saturacion (18).

Existe también un proceso conocido como relajamiento trans-
versal o relajamiento spin-spin, caracterizado por un tiempo “t2"
se origina de la transferencia de los estados de spin nuclear, por
lo tanto se refiere como un tiempo de relajamiento spin-spin, de
tal manera que: t; > t,

E1 relajamiento transversal es un proceso por el cual los ni-
cleos vecinos intercambian las orientaciones de spin mediante la
interaccibn entre sus momentos magnéticos. En este proceso no hay
un cambio en la energia total del sistema, no afecta la poblacidn
relativa de los niveles energéticos, pero puede afectar la ampli-
tud de Ta 1inea (17).

La magnitud de t1 determina el grado por el cual una 1inea de
resonancia dada estard saturada mientras que la magnitud de t2 de-

termina 1a anchura de la linea (18).
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2.2.5 Reactivos de desplazamiento.

La utilidad de 1a rmn en los estudios de compuestos hidrocar-
bonados semejantes ha estado severamente limitada por la insufi-
ciente resolucion de los espectros. Esta deficiencia ha sido co-
rregida parcialmente por el desarrollo de espectrometros de alta
frecuencia (200, 250, 360, 400 y hasta 600 MHz), hecho que impli-

(19). Para ayudar a resolver

ca un alto costo de los aparatos
este problema, se han empleado diferentes métodos que incluyen el
empleo de disolventes aromdticos que inducen desplazamientos qui-
micos, pero estos lnicamente son Gtiles para pocas clases de mo-

Téculas orgdnicas (20).

En 1969 Hinckley reportd la influencia del aducto de dipiri-
dina de Eu(thd); sobre el espectro de rmn del colesterol y los
desplazamientos quimicos inducidos fueron significativos. Se ha
visto que estos compuestos son de gran utilidad en la determina-
cidn de estructuras de tipo esteroidal (21’19).

Los espectros de rmn de especies paramagnéticas a menudo mues-
tran desplazamientos quimicos muy grandes y las sefiales estdn ex-
pandidas algunas veces de tal manera que son dificiles de observar.
Andlogamente, la presencia de materiales paramagnéticos puede pro-
ducir grandes cambios en los desplazamientos o amplitud del espec-

tros de otros compuestos. Estos efectos proporcionan informacibn

sobre la estructura cuando existe una interaccidn especifica entre
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las especies paramagnéticas y la sustancia que actla como subs-
trato.

E1 cambio en el desplazamiento quimico causado por la adicidn
de especies paramagnéticas puede ser dividido dentro de tres tér-
minos:

48 = Ad(contacto) * Aé(dipo]ar) ¥ A6(d1‘amagnét1‘co)

La transmis%én de la densidad electrénica de los spines sin apa-
rear del centro paramagnético al niicleo que se estd observando,
produce los desplazamientos de contacto. Se observa que estos
desplazamientos son mayores en ligandos con sistemas deslocaliza-
dos = que en sistemas de enlaces o, donde el efecto se atenla ra-
pidamente. Los desplazamientos dipolares o de pseudocontacto se
originan del campo magnético producido por las especies paramag-
néticas en la posicion del nicleo. En el caso de un complejo con
simetria axial, los cambios en los desplazamientos dependen de la
distancia que existe entre los ejes principales del complejo y el
vector que une el centro paramagnético y el niicleo. E1 tercer
término reune todos los factores que no resultan del paramagnétis-
mo del ion metdlico. Los desplazamientos de contacto son fuente
de informacidn acerca de la estructura electrdnica mientras que
los desplazamientos de pseudocontacto estdn relacionados con la
geometria molecular. Las especies paramagnéticas contribuyen al
relajamiento longitudinal, induciendo las transiciones entre los

estados de spin nucleares y electrdnicos (22).
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Las especies paramagnéticas empleadas para modificar los es-
pectros de rmn estdn divididas convenientemente en dos grupos:
reactivos de relajamiento, como los complejos de europio (Eu (III))
y praseodimio (Pr (III)); y reactivos de relajamiento como los
complejos de gadolinio (Gd (I11)) y de cromo (cr (111)) (23),

Los cambios en los desplazamientos quimicos ocurren por com-
plejacion de los lantdnidos cor los pares de electrones libres del
sustrato, se deben principalmente a efectos a través del espacio
(mecanismo de pseudocontacto) (24). Los protones unidos al ligan-
te experimentan desplazmientos a campo bajo o alto, los cuales se
incrementan con la concentracion de reactivo de desplazamiento re-

lativa al substrato. A estos compuestos se les ha 1lamado gené-
ricamente LSR (lanthanide shift reagent: reactivos (lantdnidos) de
desplazamiento) (25). Estos compuestos actdan como dcidos de Le-
wis y forman complejos con una gran variedad de bases orgdnicas
de Lewis, tales como: aminas, alcoholes, cetonas, éteres, esteres,
sulfoxidos, tioéteres, nitrilos, oximas, lactonas y aldehidos.
Cominmente los quelatos de europio causan desplazamientos hacia
campo bajo, mientras que los quelatos de praseodimio causan des-
plazamientos hacia campo alto (23, 26).

Los reactivos de desplazamiento quimico mds empleados son los
complejos de praseodimio (III) y los de europio (III), quelatados
con B-dicetonas tales como dipivaloilmetanato (dpm) (X) y hepta-

fluorodionato (fod) (XI).
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Se ha observado que los desplazamientos mds significativos
ocurren con compuestos que estdn unidos mas fuertemente a los
reactivos de desplazamiento, en particular aguellos con grupos
amino o hidréxilo. Cuando el sustrato es un donador de electro-
nes débil, se emplean complejos polifluorados de los lantédnidos.
Los reactivos de desplazamiento son solubles en la mayoria de di-
solventes empleados cominmente en rmn. Las soluciones son esta-
bles, pero la presencia de dcidés. carboxilicos y de algunos fe-
noles, pueden provocar la descomposicion de las soluciones, en cu-
yos casos se deben preparar derivados sustituibles. La resonancia
de los reactivos de desplazamiento con frecuencia no interfiere
en el espectro, pero cuando esto 1lega a suceder se utilizan li-
gantes deuterados. Los desplazamientos inducidos observados cuan-
do estos reactivos son utilizados en disolventes polares son muy
pequefios porque el disolvente mismo puede coordinarse al reacti-
vo(ZZ). En tales casos las sales de lantdnidos, notablemente los
cloruros hidratados, nitratos y percloratos pueden ser utilizados
como reactivos de desplazamiento. Los disolventes mds empleados
son: D,0 y deuteroacetona; se han observado desplazamientos ate-
nuados en soluciones de metanol y piridina. E1 tricloruro de eu-
ropio ha sido utilizado en dimetil sulfoxido para estudiar este-
roides polifuncionales (22).

La aplicacidon cualitativa mds comin de estos compuestos es
la de separar las sefiales sobrepuestas. En la prédctica se agre-

gan cantidades sucesivas de reactivo a la muestra hasta obtener la
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separacion deseada de las sefiales. En espectros mds complejos es
necesario utilizar diferentes concentraciones para separar todas
las sefiales que sean posibles.

Cuando las constantes de acoplamiento se miden del espectro
simplificado por un reactivo de desplazamiento los valores obteni-
dos son un promedio de las formas libres y acomplejadas del subs-
trato. Cuando no hay un cambio en la conformacion, las variacio-
nes en las constantes de acoplamiento son similares a aquellas
causadas por los efectos de los sustituyentes. Debe mencionarse
que el equilibrio conformacional puede verse afectado por la coor-
dinacidon a un reactivo de desplazamiento voluminoso y que puede
producir cambios muy grandes en las constantes de acoplamiento (25).

Debido a la dependencia de los desplazamientos de pseudocon-
tacto sobre la distancia y 1a relacidn angular entre el substrato
y el reactivo de desplazamiento, el andlisis cuantitativo de estos
desplazamientos, muchas veces proporciona informacion sobre la es-

tructura del compuesto (22).

2.2.6 Determinacidon de pesos moleculares por rmn.

Como el grado por el cual la absorcion de energia por cuales-
quier nlicleos magnéticamente activos es independiente del medio
estructural que rodea a dichos nicleos, el area total bajo una se-
fial de rmn o la integral de la sefial es directamente proporcional

al nimero de niicleos responsables de esa sefal.

30



E] &rea se determina electrdnicamente después de obtener el
espectro de absorcion de una muestra. En l1a figura 4 se muestra

el espectro del p-xileno y de su integral.

a
a b a k—

1 1 A I 1 1 1 A ad.

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 O

& (ppm)

Figura 4

La determinacion de pesos moleculares por rmn se basa en que
Ja intensidad de la integral de una sefial de absorcidn en la rmn
de protones depende Ginicamente de la concentracion molar de la
sustancia y del niimero de niicleos responsable, por molécula, de la
sefial. Por lo tanto, la intensidad integrada de niicleos por mol
es la misma para todas las substancias en la muestra. Por ésta

razoén cuando una substancia en cantidad y peso molecular conocidos
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(estdndar) se adiciona a una muestra que contiene una substancia ..
de peso molecular desconocido y peso conocido, la stguiente igual-

dad debe cumplirse:

pg/Pmg p/Pm  ..... (2)

Is/ns I/n

Donde: ;s’ Ngs Pgs Pms, son la intensidad, el nimero.de protones
responsables de la sefial, el peso y el peso molecular del estdn-
dar respectivamente, asi como para el problema cuyo peso molecu-
lar es desconocido.

Despejando de 1a ecuacidn nimero 2 el peso molecular para el
problema, se obtiene la siguiente igualdad que permite determinar

el peso molecular de cualquier sustancia (15):

IS Xnxp Pms
Ix ng X Pg

Pm =

Las sefiales de resonancia tanto para el estdndar como para
el problema daben estar bien distinguidas y separadas unas de
otras. Para el problema la sefial fuerte de un singulete de un me-
tilo es excelente, también se puede utilizar la sefial de un mul-
tiplete aislado. Como estdndares se han empleado iodoformo y
1,3,5-trinitrobenceno.

Aunque los integradores de los aparatos de rmn tienen una
precision de 1-2%, no se puede hablar de la exactitud o precision
del método para la determinacidon de pesos moleculares por rmn ya
que los resultados cuantitativos obtenidos por rmn estan sujetos
a la calidad del aparato, a las condiciones a las cuales se efec-

tia el experimento y al operador del aparato (17).
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3. PARTE EXPERIMENTAL.

3.1 Material.

Los glucdsidos de diosgenina empleados en el presente traba-

Jjo se obtuvieron por extraccidn con metanol de una muestra repre-

sentativa de barbasco (Dioscorea composita) fermentado, seco y

molido, previamente desengrasado con hexano y purificado de meta-
nol por sucesivas cristalizaciones. La diosgenina se obtuvo por
hidrolisis del material purificado, obteniendose pura por crista-
lizacion. Los glucésidos se identificaron como (27, 28):
Primer glucdsido:

3-gf[g-D-Glucopiranosil]-diosgenina.
Segundo glucésido:

3-0-[a-L-Ramnopiranosil-(1 + 4)-3-D-glucopiranosi1]-diosge-
nina.
Tercer glucdsido:

3-97{[u-L-Ramnopiranosil-(l - 4)]-[a-L-ramnopiranosil-(l + 2)-
-g-D-glucopiranosil|}-diosgenina.

La esculina se obtuvo de la corteza del castafio de indias

(Aesculus hippocastanum) y es el 6-(g-D-glucopiranosiloxi)-7-hidro-

xi-2H-1-benzopiran-2-ona.

Como agente acetilante se utilizo anhidrido acético y como
catalizador piridina anhidra.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fischer-
Johns. Los espectros de infrarojo fueron hechos en un aparato
Perkin Elmer 337. Los espectros de rmn se efectuaron en un Va-
rian EM-390 a temperatura ambiente.
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En la determinacidn de los espectros de rmn se empled como
disolvente cloroformo deuterado, tetrametilsilano como sustancia
de referencia interna, reactivo de desplazamiento Eu(fod); y como

sustancia estdndar p-dibromo-benceno.

3.2 Preparacidn de los derivados acetilados y obtencién de los

espectros de RMN-1H.

Los derivados acetilados se obtuvieron por el método comin

(29). Las sus-

de acetilacion con anhidrido acético y piridina
tancias puras se disolvieron en piridina anhidra, se acetilaron
con anhidrido acético a temperatura ambiente durante setenta y dos
horas, el derivado acetilado se obtuvo por precipitacion sobre
agua fria, se filtraron y cristalizaron en el disolvente apropia-
do para cada caso.

Los espectros de rmn-!H se obtuvieron a 90 MHz a temperatu-
ra ambiente. E1 procedimiento fue el siguiente:
1) Se pesaron con precisidon alrededor de 60 mg del derivado ace-
tilado en un embudo obturado con un pequefio pedazo de algododn.
2) En el mismo embudo se pesé aproximadamente 10 mg de p-dibromo-
-benceno.
3) Se filtrd sobre el tubo de rmn disolviendo con CDC1; (sin TMS).
Se determind el espectro y se realizaron las determinaciones de
las integrales para la regidon aromatica y la del compuesto proble-

ma (regidn de bases de AcO- y alifdtica).
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4) Se realizaron adiciones de Eu(fod)sde aproximadamente 5 mg ca-
da una, poniendo el reactivo de desplazamiento en un vial y agre-
gando el contenido del tubo con todo y referencia obteniéndose una
disolucion homogénea y filtrando nuevamente &sta solucidon dentro
del tubo de rmn. Se repitid esta operacidn hasta obtener una se-
paracion clara de las sefiales de los grupos AcO-.

5) Se calculd el peso molecular empleando la ecuacibn 3.

3.2.1 Pentacetato de Esculina (XII).

Se prepard por el método indicado, el precipitado que se ob-
tuvo con agua fria se disolvid en 1a minima cantidad ‘de clorofor-
mo, ésta fase se lavd con agua destilada y con solucidn saturada
de sulfato de cobre, la fase orgdnica se filtrd sobre sulfato de
sodio anhidro y se evapord hasta sequedad. E1 peracetato obteni-
do se cristalizd de etanol caliente. Presentd un punto de fusidn
de 160°C. IR cm-1: 2850 - 2950 (CH,); 1740 (C=0); 1470 (CH,);
15600 - 1600 (CH, aromdtico); 1380 (CH,C00-); 1340 (CH). RMN-1H
ppm: 2.00 - 2.30 (tres sefiales CH,C00-); 3.8 - 4.00 (CH,0, gluco-
sa); 4.30 - 5.30 (CHO, glucosa); 6.40 - 7.15 (CH, Hg y Hg, aromé-
ticos); 7.60 - 7.70 (CH, Hy y H,); 7.30 (sefial estdndar). Espec-

tros No. 1 y No. 2.
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3.2.2 Acetato de Diosgenina (XIII).

E1 acetato se obtuvo por el método indicado, se cristalizo
de etanol. Presentd un punto de fusién de 197.5°C. IR cm-1: 2850
-2940 (CHy); 1725 (CO, &ter); 1450 (CH,); 1380 (CHyCO-, de Ester);
1290 (CO, de éter, anillo). Espectro No 3. RMN- !H ppm: 0.75 -
1.15 (CHy, angulares); 2.05 (CH;C00-); 5.40 (HC=CH). Espectro
No. 4.

Se agregaron 10 mg de LSR, se hizo la determinacién del es-
pectro, se observa la sefial para el grupo acetilo desplazada a
campo bajo a 2.6, las otras sefiales también aparecen desplazadas.

Espectro No. 5.

3.2.3 Tetracetato de 3-0-[g-D-glucopiranosil]-diosgenina. (XIV).

Se obtuvo por el método indicado, cristalizindolo de metanol,
fueron necesarias tres cristalizaciones para obtener el producto
puro. Punto de fusion 208°C. IR cm-1: 2900 - 2940 (CH;); 1750
(C=0); 1455 (CH,); 1380 (CH,C00-); 1650 (C=C); 1250 (C-0). RMN-IH
ppm: 0.55 - 1.00 (CH;, angulares); 1.90 - 2.05 (cuatro sefiales de
Ac0-); 3.22 - 3.50 (protones aglucdn); 3.6 - 3.8 (CH,0, glucosa);
3.85 - 4.05 (protones aglucdn); 4.10 - 4.25 (CHO, glucosa); 4.75 -
5.29 (CHO, glucosa); 4.29 - 4.7 (protones aglucdn); 5.40 (C=C);
7.35 (sefial estdndar). Espectros Nos. 6 y 7.
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Se obtuvo el espectro con la adicion de 20 mg de reactivo de
desplazamiento, se observd el desplazamiento, de las cuatro sefia-
les de los grupos acetilo a campo bajo en 2.3 - 2.90 ppm. Espec-

tro No. 8.

3.2.4 Hexacetato de 3-97[a-L-Ramnopiranosil-(l + 4)-g-D-glucopi-

ranosil]-diosgenina (xv).

E1 peracetato se prepard por el método indicado, se crista-
1iz06 de metanol-agua, fueron necesarias tres recristalizaciones
para obtener el producto puro. Punto de fusién -.112°C, IR cm-1;
2940, 2900, 1750, 1650, 1455, 1380, 1250. - RMN-1H ppm: 0.50 - 1.21
(CH3, angulares); 1.90 - 1,80 (5 sefiales Ac0-); 3.23 - 3.45 (pro-
tones aglucén); 3.51 - 3.90 (CH,0-, aziicar); 4.10 - 4,40 (CHO,
aziicar); 4.45 - 4.70 (protones aglucdn); 4.72 - 5.17 (CHO, azicar)
5.35 (C=C); 7.31 (sefial estdndar). Espectros Nos. 6 y 9.

Se hizo la determinacion de los espectros con reactivo de
desplazamiento; con 10 mg de LSR las sefiales de los grupos aceti-
1o se desplazaron a campo bajo a 1.95 - 2.7 ppm, observidndose cla-
ramente las seis sefiales; con 15 mg de reactivo las sefiales se

observan en 1.98 - 3.05 ppm. Espectros Nos. 10 y 11.
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3.2.5 Octacetato de 3-0-{(a-L-ramnopiranosil-(1 + 4)]-(a-L-ram-

nopiranosil-(1 + 2)-g-D-glucopiranosil]}-diosgenina (XVI).

E1 peracetato se obtuvo por el método indicado, se cristalizd
de metanol-agua, fueron necesarias tres recristalizaciones para
obtener puro el producto. Punto de fusidn 133°C. IR cm-1: 2900,
2940, 1750, 1650, 1455, 1380, 1250. RMN-1H ppm: 0.65 - 1.3 (CHj,
angulares); 1.90 - 2.15 (5 sefiales AcO-); 3.35 - 3.69 ( protones
aglucén); 3.71 - 3.80 (CH,0, azicar); 4.20, 4.45, 4.72, 5.3 (CHO,
aziicar); 4.5 - 4.6 (protones aglucdn); 5.40 (C=C); 7.35 (sefal
estdndar). Espectros Nos. 6 y 12.

La adicion de 10 mg de LSR provocd el desplazamiento de las
sefiales a 2.0 -2.92 ppm observandose claramente las ocho sefiales

para los grupos acetilo. Espectro No. 13.
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ACETATO DE DIOSGENINA.
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X1V

TETRACETATO DE 3-Q¢[B-D-GLUCOPIRANOSIL]-DIOSGENINA.
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XV

HEXACETATO DE 3-0- [a-L-RAMNOPIRANOSIL-(1 + 4)-
-8-D-GLUCOPIRANOSIL) -DIOSGENINA.
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OCTACETATO DE 3—9;{[a-L-RAMNOPIRANOSIL-(l - 4)-]@-L—RAMNOPIRANOSIL-
-(1 » 2)-B-D-GLUCOPIRANOSIL]}-DIOSGENINA.
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4. RESULTADOS.

La determinacidon de los pesos moleculares de los derivados
acetilados se hizo como se indicd anteriormente (pdg. 33), para
su calculo se empleo la ecuacion 3, en donde m = muestra problema
y s = estdndar.

Peso molecular del peracetato de esculina. Espectro No. 2.

Pms = 235.92 Pmreal = 550

Is = 58 Im = 34

ng = 4 n, = 34

Py = 10.7 mg Pn = 59.81 mg
Pmexp. = 562

Error = 2.25%

Peso molecular del acetato de diosgenina. Espectro No. 4.

Pms = 235.92 Pmreal = 456

Is = 56 Im = 33

ng = 4 L 1

Ps 13.17 mg Pn = 60.83 mg
Pmexp = 462
Error = 1.31%
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Peso molecular del tetracetato de 3-§}{B—D-glucopiranosil]

-diosgenina. Espectro No. 7.

Pms = 235.92 Pmrea] = 744.78
Is = 2 Im = 157
ng = 4 o 11 .
pg = 8.69 mg Py = 60.06mg
Pmexp. = 742.5

Error = 0.296%

Peso molecular del hexacetato de 3-Qia -L-ramnopiranosil-

-(1 +»4)-e-D-glucop1ranosi1]-diosgenina. Espectro No. 10.

Pms = 235.92 Pmrea] = 975
Is = 33 Im = 135
ng = 4 = 17
P = 15.27 mg Pn = 61.73 mg
Pmexp. = 990.9

Error = 1.53%
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Peso molecular del octacetato de 3-9:{[a-L-ramnopiranosil-
(1 + 4))-[a-L-ramnopiranosil-(1 + 2)-8-D-glucopiranosil)}-diosge-

nina. Espectro No. 14.

Pms = 235.92 Pmreal = 1205.31
I = 33 -
s Im = 129
ng = 4 M = 20
P = 15.58 mg Pn = 56.02 mg
Pmexp. = 1193.0

Ervor = 1.02 %
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5. DISCUSION.

Se eligid la esculina dado que representa adecuadamente el
grupo de heterdsidos sustituidos con glucesa. La sefial en 2.8
ppm (3H) corresponde al acetilo aromdtico del cual se conoce su
desplazamiento usual alrededor de 2.2 a 2.3 ppm. E1 sistema ABX
en C-6' y el proton en C-5' son claramente discernibles por la
forma de sus respectivas sefiales en 3.95 y 4.25 ppm respectiva-
mente. E1 multiplete centrado en 5.23 ppm corresponde al resto
de protones de la glucosa.

Es importante anotar que el protdn anomérico no es observa-
ble en esta sobreposicion y que el efecto del anillo aromdtico
consite en desplazar a campos bajos a los protones en C-2', C-3'

y C-4'. La separacion de grupos acetilo no resulté optima aunque
es perfectamente discernible su nimero por la integracidon, no ha-
biendo en éste caso sobreposicion de otras sefiales. E1 cdlculo
del peso molecular promedio de cinco integraciones tuvo un error
del 2.25% respecto del valor real.

En el caso del acetato de diosgenina se observa una impureza
(parte A de un sistema ABX) JAB = 12 Hz, centrada en 3.95 ppm que
corresponde a otra entidad quimica del mismo peso molecular como
se deduce del espectro de masas que mostrd un ion molecuar Gnico.
Dada la igualdad de pesos moleculares y la sefial seleccionada para
referencia, ésto no constituye en este caso particular, una fuente

de error.
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E1 espectro del tetracetato de 3-g{e -D-glucopiranosi]]-dios-
genina, permite inicialmente la distincion de cuatro grupos aceti-
To. La region de las bases de los oxhidrilos, sin embargo se ob-
serva compleja. La adicion de LSR desplaza en la adicion de 20 mg
uno de los grupos acetilo y éste se asignd al soportado por C-6'
sobre 1a base de estudios en los que se observa un desplazamiento

(26). Este hecho es

mayor para el grupo acetilo de esa posicidn
explicable si se considera que C-6' tiene el grupo acetilo orien-
tado hacia el exterior de la molécula y permite una aproximacion
del reactivo con relativamente pocos impedimentos estéricos.

E1 error en la determinacion del peso molecular fue de 0.3%
después del promedio de cinco integraciones efectuadas con inter-
valos de un minuto.

E1 espectro del hexacetato de 3-97[a-L-ramnopiranosil-(l +4)-
-B—D-glucopiranosil]-diosgenina, muestra entre 3.2 y 5.4 ppm una
region compleja correspondiente a todos los protones sobre carbo-
nos unidos a oxfgeno, mas la sefial del protdn vinilico centrada en

5.3 ppm. En éste caso después de 1levar a cabo las integracio-
nes correspondientes a la referencia y a las sefiales entre 3.2 y
5.4 ppm es necesario utilizar la informacion precisa sobre el ni-
mero de grupos acetilo. Dado que quimicamente se conoce la exis-
tencia de glucosa y ramnosa por reacciones de hidrdlisis y croma-
tografia en placa fina, el nimero de estos aziicares queda precisa-

do por 1a integracién y por el nimero de acetilos separados me-

diante la adicidn de LSR (seis sefiales en total). La sefial con
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apariencia de un doble en 5.3 ppm (5.4 ppm en el caso de diosgeni-
na) corresponde al protén vinflico y tanto en la diosgenina como
en este glucésido es desplazada "rapidamente" por la adicidon de
LSR. Esto puede ser interpretado como el resultado de la asocia-
cibn preferencial del reactivo a la region del grupo acetilo en el
caso de la diosgenina y a la regidn de los azicares en el caso de
este glucosido, donde comparativamente, se observa mayor despla-
zamiento del protdon vinflico que del resto de protones en la mo-
lécula. Adicionalmente se observa un sistema AB con acoplamien-
tos posteriores que también se desplaza muy "rapidamente" por la
adicion de LSR. Tentativamente se asignd esta sefial al metileno
de la glucosa unida directamente a la genina. Esta hipotesis se
ve apoyada si se considera que ambos aziicares en conjunto, a pesar
de ofrecer sitios miltiples a la asociacion del reactivo, también
presentan impedimentos estéricos. E1 metileno de la glucosa
(C-6), resultaria la fraccidon molecular menos sujeta a los impe-
dimentos estéricos con una asociacion favorable que desplaza tan-
to al sistema AB de los protones en C-6' como al protén en C-3.
La fraccion de la ramnosa, aparentemente no sufre tales desplaza-
mientos en comparacidon con H-3 como se desprende de 1a observa-
cion del desplazamiento pequefio de la sefial del metilo secundario
en éste azlcar, es decir, la asociacion ocurre cuando la relacidn
[LSR]/[S] es<<’1, preferencialmente sobre 1a fraccion de glucosa.
E1 peso molecular, estimado después de cinco integraciones en la
manera usué] fue de 990.9, lo que representa un error de 1.53%

con respecto al valor real.
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E1 octacetato de 3-0-{ [u-L-ramnopiranosil-(1 + 4))-a-L-ramno-
piranosil-(1 + 2)-B-D-glucopiranosi!]}-diosgenina, representa una
molécula con una molécula de glucosa y dos de ramnosa. E1 espec-
tro original de ésta sustancia no permite la distincion del nime-
ro de acetilos. La mayor separacion se logra cuando a 58 mg se
le agregan 10 mg de LSR, pudiendo distinguirse siete sefiales, de
las cuales, una es resultado de la sobreposicidon de dos acetilos.
De esta manera pueden contabilizarse ocho grupos acetilo y por
tanto, estimarse tres moléculas de azicares unidos a la genina.

E1 peso molecular promedio resultd ser 1193, que constituye 1.1%
de error con respecto al valor real.

En todos los casos, la estructura de 1a genina era conocida,
pero ésto no es un requisito indispensable para aplicar el método,
siendo solamente necesario que exista una sefial o grupo de sefiales

que pueda ser asignada d& un niimero definido de protones.
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6. APENDICE DE ESPECTROS.

No. de espectro: Espectro de: Compuesto:
1 IR XII
2 RMN XII
3 IR XII1
4 RMN XII1
5 RMN XIIT + LSR
6 IR X1V
7 RMN X1V
8 RMN XIV + LSR
9 RMN XV
10 RMN XV + LSR
11 RMN XV + LSR
12 RMN XVI

13 RMN XVI + LSR
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