de Méxigy ™ -

& ESTUL
IHTEELEw

LA

RRATERD
Baportamantn gy
Examone,

s Profestonalys

NUEVAS TRANSFORMACIONES DE ENTIDADES GON ESQUELETO
DE LCNGIPINENO

TESIS Cox
ALLA DE ORIGEN

T E ) I )

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A

MARIA  INES LNIG[![AS VAZQUEZ

Direetor de Tesis; M. en C, René Miranda Ruvalcabia
Asesor de Tesis: Dr. Manuel Salmbn Salazar

Cuautitldn Izcalll, Edo, de México 1982



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © 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 imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera 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, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE"

Xe-  INTRODUCCION..e.ssvesnsesonsessesl
IX.- oxnsnnnxnnnzs..............t.....}§

IIX.- PARTE BXPERIMENTAL...ec0osnsrsosssld
.- nxscus:on.............t.......}...21
V.= CONCLUSIONES.«ssssouievionnonsoses2]
VI.- TABLAS ¥ ESPECTROS....:0esseasess28

VII.~ REFERENCIAS...iccecetenssscscssesses5l



INTRODUCCION




INTRODUCCION

Uno de los géneros mis abundantes dentro de la flora nacional es el

género Stevia (Compositae); las plantas que lo constituyen suelen ser

bustivas o herbéA (anuales o perennes)l. Esta flora es
caracteristica ‘en las zonas templadas de 1la Replblica Mexicana,
encontr&ndose ampliamante duex-n';uidu en 1la slnzra‘ Madre oécldnntnl,
Slerra Madrae Oriental, Serranfia Meridional, Serrania Trans{smica, Norte de

Jalisco y'v.:ne del Mezquital, entre otros.

De con hoff  se 81 especies en Norteamérica, 70 de
las cuales se localizan .an México; algunos de estos eopecimanes nu‘elén
ser usados en medicina tradxclonuz‘ Estudios previoa en estas especies
reportan como productos naturales compuestoe quimicos del tipo de: 1o8
kaurenoas, lactonas aeaqultarpénxcuu‘, du:srpenoas'b; 'aaimlsmo, de
particular interés pasra el pregento trabajo, son lom ésteres de
longipin-2-en-7 8,9 x-diol-1-ona. Algunas de estas Gltimas entidades
quimican n;a han descrito en la literatura como aceites, o uolamenta‘han
sido dotectadas en mezclas; al respecto, en afios reclientes se ha
determinadc la estereoquimica (contiguncién absoluta y conformacién) del
esqueleto b&sico de estas complejas estructuras neuquLterpénicast

El objetivo del presente trabajo es @l de contribuir a la quimica de
oxidacién de los longipinenoa (FiGura 1}, encontrindose que 1los8 productos
cbtenidos no han. sido reportados hasta la fecha en la 11cera§uxa o con

asignaclones espactroscépicas de RMN anompleton“, aspecificamente la

lonéiptn-z-en-l +7,9-triona y el Ac. 8-norlongipin-2-en-7,9-dloico.



Para validar la estructura del producto patural y de los productos

dientes de £ i6n, se utilizaron métod P Epicon
comunes: como la espactrofotomatria infrarroja, espactrofotometria de
ultravioleta, espectrometria de masas y ademis experimentos de resonancia
magnética nuclear proténica y de carbone 13: APT (Atached Proton Test),

ADEPT (Atached Deacopleted Proton Test) y HETCOR (Heteronuclear

Correlation).
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ESTRUCTURAS TRABAJADAS EN EL PRESENTE TRABAJO
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piangelato de longipin~2- Longipin=2-en=~78,9a-diol-1~ona

en-7pB, 9a-diol-1-ona.

Longipin-2~-en-1,7,9-triona Ac. 8-norlongipin-2-en-7,9-di6ico

ESQUEMA 1
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GENERALIDADES

Todas las plantas para llevar a cabc su metabollismo, necesitan de una
eerie de especies quimicas asenciales como los amino&cidos, &cidos grasos,
az@icares y biopolimeros (lipidos, proteinas y A&cidos nucléicos), ios
cuales son conocidos como metabolitoa >pruurl.os.

Por otro lado, &stas prasentan una sarie de metabolitos secundarios o
productos nltll!'llll” que son definidos como compuestcs caracteristicos de
una o varlas especies relacionadas. Estos, Buelen obtenerae por
diferentes vias metabSlicas que realiza la planta. Los metabolitos
ascundnrlon; en general, no tienen un papel blolégico Importante, sain
embargo algunos de ellos presentan actividad hormonal, por ejemplo al
&cido giberflico (hormona de crecimiento) otroe proporcionan a la planta
mecanismos de defensa contra el medio ambiente (por ejemplo algunis

secratan substancias téxicas para ciertos insectos, animales y pluntas)n.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, todas las moléculas que

per a los pr naturales pueden estar clasificadas en alguno

da loB grupos nLgulem:esl‘x

Grupo I.~ Clasificacién en base a su estructura quimica (esqueleto mols
cular).

Grupo IXI.~ Clasificacién basada en su actividad flalolbgica.
Grupo III.- Clasificacién basada en wu taxonomfa.

Grupo IV.- Clasificacién basada en su biogénesis.



ORUPO I.~ Clasificaclén en base a su estructura quimica {esqueleto molecy
lar).

A.~- Cadana abierta i &cidos grasos, azfcares y algunos aminofcidos.
B.=- Homocicllcos s esteroldes, alcaloldes y terpencides.
C.~ Arométicos 1 fen6licos, guinonas etc.

D.~ Heterocfclicos : alcaloides, flavonoides y &cidos nucléicos

Esta  clasificaciédn @8  consideroda my  superficiat, debide & que  muchos
compusitos entfan en has da s clase. Ejesplo: Las estructuras 1, 2 y 3
pertenecen & la clpse A y el 4 a I»a clase C, pero debido o las
considersciones blogenéticas, son generalmente tratadss eon otros

terpencides y esteroides bajo (a clase B.

. _-CH 2 CH ™
CH2 OH
=
geraniol farnesol
[£3] - (2}

escualenc . timol
) (4)



GRUPO I1,- Clasificaci6én basada en su actividad ﬂaialéqLca.
A.- Hormonas ’
B.- Vitaminas
C.~ Mntibibticos

D.~ Hlcotoxinas

GRUPO IIX.~ Claeificacién basada en su taxonomia.

Esta clasificacitn eptd basada en la comparacién de diverscs estudios
morfolégicos de las plantas, es decir pu taxonomfa, Se aabe gqua en
animalas y en algunos microorganismos los metabolitos finales son
excratados, mientras gque en las plantas, éstos son almacenados. Asf,
determinadoa matabolitos estéin ampliamente distribuidos en ciertos tipos
de plantas an cantidad variable.

Algunoa de éstos componentes comd los alcaloides e iscprenoides han
eido aislados de especies, ¢éneros, tribus o familias especificas de
plantas. Al respacto de un mismo tipo de especlies, estas suelen contener

numerosos conastituyentes ligades estructuralmente entre mi.

GRUPO 1V,.- Clasificacién basada an su biogénasis.

Los componentes de todas las plantas y animales son biosintetizados por
reacciones enyiméticas, slendo la glucosa la principal fuente ;ie carbono,
la cual es fotosintetizada en plantas verdes (organismos autétrofos) o la

cbtienen del medio amblente (organismos heterStrofos).



Cuando el quimico orgénico se encuentra ante la necesidad de determinar
la estructura de un nuevc producto natural, generalmente realiza una
correlacién de su origen blosintdtico, encontrando que entre laa
estructuras m&s complicadas de los productos naturalee, est&n el grupo de

los terpencs y los alcaloides

De acuerdo a lo antericr, regulta que solamente un limitado grupo de

compuestos tlienen ilmportancia t Smica en las di familias, como

a continuacién se nenciona“x

= Terpenos

= Alcaloides

~ Flavonoides

- Quinonas

« Poliacstilenos
= Glucosinolaton

~ Compuvstos cianogénicos

En el e 2 se ilustra la relacisn de las diferentes clases de

productos ngturales a partir del lismo de los prod primarios.
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ORIGEN CE LOS METABOLITES SECLADARIOS
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TERPENOS,» Los tarpenos  (EsowiMa  3)  ae al d an
cantidades raelativamente grandes en clertas plantas, por esta razén
presentan clerto interés taxondmico. Algunoa terpenos se encuentran en
presencia de otras sustancias tales como: glic4sidos, é&steres de S&cidos
. orglnicos y en otros casos con algunas proteinas.

Los miembros mis eencillos de esta clase ((:1° Y c|s) guelen sger
obtenidos de plantas freacas.y Becas por arrastre de vapor, mientras que
los miembros més grandes (>/ czo) generalmente pon aislados por extraccién
con disolventes, eeparados y purificados por: cristalizacién, destilaci6n
y/o cromatografia.

Los terpencides estin relacionados a un origen y una estructura combn,

c

asl su composicién {c atc.,) suglere que, astos

10 15’ cZD' cJO

compuestos son miltiploa de cinco &tomoe de carbono, y en la elucidacién
de sus estructurae se ha demostrado la presencia de 1la unidad del

eaqualato hidrocarbonado conocido como isoprenc (FIGWA 2).

"“"Y\ eola

ISOPRENO
[+]
NS
I CH2 OH .
mirceno geraniol carvona
FIGIRA 2

De acuerde a lo anterior, se presenta para los terpenos la siguiente

clasificacién:



ORIGEN DE LOS TERPENOS™

CHJOOCOOH
Cllac -SCOA
Ciclo de Krebs Acidos grasos RAcido B~hidroxi
= f-matilgluté-
rico
Policetidos Acido mevalénico
be t plrofosfato de 7
arométicos + ¥ dimetlilo
Terpenos
Esteroides
Carotenoides
ESQUEMA 3
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TABLA I.- Clasificacién de los tnrpenos”.

de unidades de isopreno.

GRUPO No. C No. UX
Hemiterpenocs cs 1
Terpencs 10 2
Sesquiterpencs C‘ 5 3
Diterpenos cz ° 4
Sesteterpence 25 5
Triterpencs t:m [
Tetraterpenos C‘ ° 8
Politerpenos (cs)" n
0. C = HGmero de dtomos de carbono; 0. Ul s Nlmero

Se sabe qua las estructuras terpénicas siguen la Regla del Isopreno,

debido a que estén formades por 2, 3, 4, etc. unidades isoprénicas en un

orden establecido, y pueden formar las sigulentes uniones cabeza-cola o

cola-cabeza, existiondo anomalias a 1la xegla come son las uniones

cola-cola, cabeza-cabeza (FIGRA Ja-G).

Terpanos
Sesquiterpenocs O ——

L [
Diterpenoa.

FIGURA Ja-c,

1n




SESQUITERPENDOS.~ Los sesquiterpenos 1219 y 34 son compuestos bioge

néticamente derivadoa del pirofonfato de farnesilo (fS(EMA 4); y se
encuentran en plantas, hongos, microorganismos y algunos Ainpactos.
Existe una gran diversidad en sus esqueletos, siendc muy marcada en

comparacién con otros terpenoides, la mayorfia de elloe, son hidrocarburos

olefinicos y sus a8 se an en forma oxldada. Algunos son
derivados de carotencides por oxidacién degradativa. El farneeol es el
mis sencilleo y precursor de los diferentes seaquiterpenoca. Entre estos
desatacan los longipinenos (EsafMA 4}, los cuales son formados & partir
del cis-tranes pirofosfato de farnesilo, siendo caracteristico de é&stos los
Esteres de longipin-2-en-78,%a-diol-1-ona.

Los longipinences son metabolitos secundarios de la familia da las
compuestas, Yy =8 encuentra en wmayer abundancia en el génerc Stevia.

Este género se localiza en el Continente Americano y en especial en la
zona central de México. A 8u vez, una gran cantidad de longipinenos han

sido aislados de muy variados especimenes, talee como:

H

Stavia jaliuanuam
21

Scevia sexrata

Stevia polycephnlnz‘
Stevia mandonii®?
Stevia bozi.visnliuu
Stevia batlandiari“
Stevia Iemcnxun
- Stevia aalicl[olian

Stevia mercedensis®®

Stevia potraronaiaz §
26

8tevia aristata

Stevia lucida®’

Stevia triflora’’

28

Stevia subpubascens

12
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PARTE EXPERIMENTAL

Los puntos de fuslén se determinaron en un aparato Fisher-Jones y no
estén corregidos. La rotacién 6ptica se determind en un polarimetro
digital Perkin Elmer modelo 241. Los espectros de ultravioleta (U.V) se
realizaron en un espectrofotfmetre UV-VI§S Perkin Elmer modelo 552 usando
etanol como disclvente. La espectrofotometria de infrarrojo (IR) se
determiné en un espectrofotbmetro Perkin Elmer modelo 283 6 en un aparato

Nicolat modelo Pt-55K, utilirzando las técnicas: de pastilla (KBr),

pelicula o disolucién clorofSrmica. Los espectros de masas fueron
detarminados en un espectrémetre de masas SHIMADZU GCMS-QP2000A. Los
P de ia magnStica nuelear (RMN: H', €, APT, DEPT,

HETCOR) fueron determinados en un espectrofotSmetro VARIAN FT-200. Los
desplazamientos quimicos (&) estdn dados en ppm, y estén referidos al
tetrametilsilano (THS) como referencia interpa. Para indicar 1los
patrones de acoplamiento 8@ usan las sigulentes abreviaturas: s = geflal
nimple, d = sefial doble, t = sefial triple, g = seflal cuSdruple, sa = sefal
simple ancha, dd = gefial doble de doble, ddd = sefial doble de doble da
doble, smc = eeflal mGltiple compleja, s/sp = sefal sobrepuesta,

Las conatantes de acoplamiento (J)} estfn dadas en Hertz. La pureza de

les p y el d 110 de las reacciones se determinaron por
cromatograffa en capa fina (Cc¢P) utilizando como reveladorea: disolucién
de sulfato cérico al 1y en &cido mulfGrico 2 N, vapores de yodo o luz
ultravioleta. Lae cromatografias en columna (CC), se :a.aunron con gal
da aflice tamafic de particula de 0.2-0.5 milimetros (35-'i0 mallas),
utilizando comc eluyentes un gradiente de los sistemas benceno/AcOEt y
n-haxano/AcOEt .

En los ESQUEMAS 5 y 6 se resume el trabajo desarrollado durante la

parte experimental de esta tesis.
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COLECCION

{Carretera Toluca-Valle de Bravo:frente al Club de golft Av:ndn'ro;

21-0ct-1990)

IDENTIFICACION
{Voucher PESC=-RE 19)

PLANTA SECA

PLANTA MOLIDA

EXTRACTO HEXANICO

OXIDACIC

(PRODUCTO IIT)

Producto I
HIDROLISXS
Producto IX
N SUAVE OXIDACION DRASTICA
(Producto IV)
ESCUENA 5
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REACCIONES QUIMICAS: A PARTIR DE LA MEZCLA DE LONGIPINENOS

L
gt
"

52%

COOH

Jo nn/mzco .
0%

III

ESWEMA 6
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AISLAMIENTO DE LA MEZCLA DE ESTERES DE LONGIPINENQS.— La planta, Stevia
subpubescens se colecté el 21 de Octubre de 1990 en la carretera
Toluca~Valle de Brave, junto al Club de Golf Avandarc en al Edo. de
México, México. Una muestra de este especimen fue depositado en el
Herbario Nacional del Instituto de Biologia (FESC-RE 19). Las rafceo
sacas fueron finamente molidas obteniéndose 1 Kg de raiz. El tratamiento
que Be di6 a la rafz e muestra en el esquema 53 se triturd y maceré en

n-hexano en frio, tres vaeces

una , el ext se tré

a prealén reduclda obteniéndone B g de crudo original, el cual

P sa grafid en columna (siozy benceno/AcOBt: 90-10),
obteniéndose finalmente 3.5 de mazcla de énteres de longipineno,
predominando en un 80% el diangelato da longipin-2-en-78,9®~diocl-1-ona
{I). Aceite nmax;uln-vaxdoaal con férmula molecular czsﬂuos' RMN H‘ (80
MHz} ﬁr BEPECTRO I; su corm!_.nclbn con lo reportado en la uterntura7 e
localiea en la TABLA III; RM~IE (70 ev) m/x (% int rel) 414(0.8) H';

+
331()00) X - csu7o.

17



HIDROLISIS DE LOS ESTERES DE LONGIPINENO.- 1.3 ¢ de la mezcla de I, se
hizo reaccionar con 35 ml de una disolucién de NaOH en EtOH al 4% a uaa

r a de 52°C di 12 hr con agitacién constante, El desarrollo

de 1a reaccién se controls por CCF (Sxozy n-hexano/AcOEt: B0-20), al firal
de la reaccién se evapord el disolveate, posteriormente a la mezcla de
reaccién e la extrajo con 20 ml de AcOEt y a continuaclén con NAHG'.‘O3 10%
{10 ml x 3); acto seguido, la fase orgénica fue lavada con agua {10 ml x
3), mientras que la fape acucsa fue acidificada (HCL 10 &), a continuacién
Be extrajo el producto con AcOEt. En una atapa siguiente me reunieron las
fasae orgénicas, las cualeg a By vez se lavaron con disoluclén de Naﬂco:
108 ¥y luego con agua; la fase orgénica se aecd (anso‘anh.), ae flltrd y
se concentrd a presibén reducida, obteniéndose 300 mg de Longipin-2-en-TR
s9x-diol-1-ona (1I}. zlzcl.vn blanco; con f6rmula molecular °1s"zz°3' pf
172 - 175 °c; { « )n = +76; RMN H‘ {B0 MHz) ver ESBPECTRO IX; su
corralacién con lo reportado en la ).Ltnut:ur:a7 8o localiza an la TANLA

1113 EM-IE {70 ev) m/z (% int rel): 232{4.0) [H’- HZO] 122 {100).

18



OXIDACION SUAVE DE il»- 100 mg de II se disolvieron en 8 ml de MeZCO, esta
disolucién se sometié a un baflo de hiele con agitaciSn constante; después
8o le adicloné poco a poco reactivo de Joned, controlando la temperatura
de reacclién a 5°c, siguiendo su desarrollo por CCF (smz, n-haxano/ACOEL:
80~20); terminada 1a tranaformacién se evapors el dlsolvente, se le
adicionaron 20 ml de AcOEBt y finalmenta se reallzaron lavados con agua (10
ml x 3). B8Se reunleron los extractos orgdnicos, Bse secd el extracto
orginico (anso‘nnh.), y finalmente a aata wmazcla se le evapors el
disolvente a presidn zaducida, resultando 45 ng de
Longipin~2-en~1,7,9-triona ({(III). Producto cristalino blanco; con

[

_ ) - - pelicula
£6rmula molecular CHHMOS' pf %10 115 ¢ [ =& ]D 36.74; IR mox
em't  1720(0sC  dicetona), 1675(0C,  catona @, B =insaturads), 1616(0=C

EtOH
catora), 1372(CH, )7

XII; RMN Cn (TABLA II); ADEPT(TABLA IV); EM-IE {70 ev) m/z (v int rel):

1
UYy ane (109 € )3 206 ¥ 260) RMN H (200 MHz) TABLA

246(28) K'; 231(5) M*-15; 218(15) K'-28.

19



OXIDACION DRASTICA DE Il-~ 200 mg de II se disolvieron en B ml de Mazco,
adiclonands poco a po¢o reactivo de Jongs haata un exceso (ca 2.5 eq),

lando la temp a de reaccién a 4005, el desarrollo de &ata, 8o

aiguls por CCp (51021 n-hexano/AcOEt: 80-20), a la mezcla se lao evaporé el
dipolvente, posteriormente fue tratada con 10 ml de agua para después
realizar una serie de extracciones con AcOEt {10 ml x 3), se juntaron los
extractos orgénicos y se eocaron (Nazso‘ anh.), finalmente #e evapard el
disolvente a presidén reducida obteniéndose 24 ng da  ac.
B-nor)ang:pxn-z—an-h9—dLolco (1V). Aceite; con férmula molecular (:“Hmos
" 1: = +25) 18 PO 'Yy 30580460 (OH scide), 2975.542 y 2931.295
(CH), 1711(0=C acik), 1680.885 ({0sC « ,B ipsstursda), 1611.951 (c-cn.

EL0H 3

UV esnrnm (109 € )1 248; RN 1 (200 Muz) mama 1015 R e’ (mama 11y,
.

APT(TABLA V)) EM-IE (70 aev) m/z {\ int rel): 248(1.8) M - HZO' 220(2)

u'.u0 - co.

20
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DISCUSION

Do la cromatograffa en columna de gel de silice del extracto n-hexénico
de la rafz de Stevia subpubescens, eluida con CéHﬁn\cOEt (90:10}, se
obtuviercn 3.5 g de una mezcla de éesteres de longipineno, predominando an
ésta on un 80% el diangelato correspondiente. La composicién quimica de
esta mezcla (diangelato principalmente) se validé con sus datos
aspactrosctpicos [(RMN u‘. RMN c“. U.v, I.R.) mediante correlacién con lo

reportado por P. Joshep~Nathan et nl’, asi mismo mediante el trabajo de L.

Roman y c::>].s§a pobre la rafz de Stevia bpub . Al

{2 P

consideramos adecuado manclonar que la selecclén de este espécimen, se
hizo en base a que es muy accesible (Avé&ndaro Estado de México) abundante
¥ rico en &eteres de longipinenco.

Acto seguido, para efecto de cbtener la materia prima necesaria (II) y
efectuar las oxidaciones, se procedié a realizar una hidr6liasis alcalina

de 12 mezcla de ésteres de longipilneno, obteniéndose 600 mg del diol

diente La eo de &ste, mwe comprobd por corralacién de

su espectro de RHN l-l1 y RMN cu con los reportados en la utentuu7.
Por otro lado, en México abunda el género Stevia (50 ¢ de la poblaclén
del continente americano). Ademis, las rafces de los especimenes de este
género eon ricas en derivados del longiplneno; en coneecuencla nuestro

pais se caracteriza por tener una amplia divulgacién en el aislamiento,

zacién y i6n de entidades quimicas con el esqueleto

antes wencionado.

Después de una exhaustiva revisién bibliografica, no encontramos
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informaci6n - concerniente a productos de oxidacién con eaqueleto de
longipineno gue puedan proveer de funcionalidades con interés quimico.

En este sentido con el compuesto II se hicieron una serle de pruebas de
oxidacién, resultandoe de interés partlcular las realizadas con el reactivo
de Jones: a § °C y a 40 °c formandose una dicetona {III) y un nordlficido
{1V) respectivamante.

El producto de oxidacién IIX, se obtuvo al someter XX, a una oxidacién
suave mediante el usc de reactivo de Jones a temparatura amblente,

obteniéndose un producto cristalino blanco con férmula molecular: €, H O,

157183
y un p.f 110 - 115 °c. El eapactro de U,V, de tal produco presenta
valores de A max, de absorbancia a 206 nm y una Amax a 260 nm. El

infrarrojo muestra; una banda en 1720 cm" debido a la dicetona, una banda
en 1675 cm" que indica la presencia de una cetona «, f-insaturada y
finalmante una banda en 1615 cm" caracteristica de un doblg enlace.

En el corraspondiente espactro de RMN H1 determinado a 200 MHz puede
observarse en primera ilnatancia una sefial cuidruple en 5.8865 ppm con J =
0.7 Hz la cual integra para un protén y es asignada a la posiclén vinflica
en 2; encegulda resalta la presencia de un sistema AB centrado en 4.0983
ppm, asignable a los p’:otoneu 8o {4.3217, J = 11 Hz) y 83 (3.88, J = 11
Hz); después en 3.3633 ppm 8e v& una sefial doble con J = 7 Hz que integra

para un protén la cual por corxelacidén con los compueatos de longipineno

reportado en la 1i a inequiv corr al protén en
poslcién 11; centrada en 2.8051 ppm #se presenta una seilal doble de doble

con J = 7.14 Hz, la cual integra para un protén y por correlacién queda

22



asignada al hidrégeno de la posicién 4; a su vez el hidrégeno en § ae
detecta por la asignacién de una seiflal simple en 2.58 ppm; por otro lado
en 2.12 ppm aparece una gefial doble con J = 0.7 Hz la que por su
acoplamiento y desplazamiento quimico se asigna a el metllo vinilico (Me ~
12); finalmente a campo m&s alto se observan dos sefiales simplea en 1.25 y

1.2 ppm que integran para & y 3 p! i i te, las cuales

P a los p T de los metilom en 13, 14 y 15,

Por otro lade el espectro de RMN C“, de la entidad oxlidada III,

presenta en la reglén de los carbonilos: en la versién normal y ADEPT una
seflal en 202,917 ppm que sBe asigna al carbono del carbonilo «,8-
insaturado, as{ mismo, en esta misma regi&n y reespectivamente en 202.216 y
199.997 ppm se presentan otras do# seflales correspondientens a los
carbonilos de la 8~dicatona; posteriormente en 169.697 ppm @e presenta una
seflal de carbono tetrasustituido la cual es debida a C-3; por otro lado en
122.253 ppm gse ve una seflal la que de acuerdo a la versién de ADE?T
pertenece a un metinoc el cual se asigna a C-2; por la regisn de campo
alto y de manera muy especifica, en 62.839 ppm se manifiesta una azefial de
carbono trisustituldc perteneciente a C=5; en seguida hay dos seflales
sobrepuestas en 57.759 ppm correspondiende para un metileno y otro
tetrasustituido asignados a C-8 y C-10 da manera respectiva; para C-11 se
tiene en &l espsctro una mefial a 56.647 ppm congruente para un metino;
asfmismo C-4 presenta un desplazamiente quimico de 49.709 ppm, este
carbono también es de tipo metinos finalmente a campo alto ae presantan
sefiales tipicas de metilo en 23.804, 23.384, 23.152 y 17.113 asignadas a

€-15, €-12, €-13 Y C-14 respectivamente. Es asi que, en base a 1lns

23



datos espectroscéplicos anteriormente discutidos y por ende tomando ean

consideracién el experimentc de RMN 2D Heteronuclear (HETCOR) datos

p! ados en el vIII, resumidos a su vez en la TABLA V; oe
identifica {nequivocamente al producto de oxidacién suave, como la
dicetona (IIl}.

Por fltimo, su férmula molecular € gHy g0 concuerda con los datos

ye
: +
obtenidon por espectrometria. de masas 236(28) H’; 231(S) M =-15; 218(15)

n*-28.

El producto IV se obtuvo por oxidacién dréstica da II con la
utilizacisén del reactive de Jonesm a 40 °c, obteniéndose un producto
aceitoso, cuya férmula molecular es: C“l-l‘aOS. El espectro de U.V.’ de
&ste producto exhibe valores de A max. de absorbancia a 248 nm. EL
espectro infrarrojo presenta: una banda ancha en 3620 a 2701.220 em’ "
debido al grupo oxhldrilo de los Acidoe, una banda en 2975.542 y 2931.295
\-.-ﬂ\-l correspondientee a enlacee carbono-hidrégenc (SPS)' ensequida se
presenta unz banda en 1711.116 cm" tipica de un grupo carbonilo de &cido,
posteriormente se tiene una banda en 1680.885 caracterf{stica para un grupo
carbonilo de cetona ét,[}-inauturada finalmente se tiene una banda en
1611.951 perteneclento a un doble enlace carbonow-carbono. Por otro lado
en su espectro de RMN H| determinado a 80 MHz se observa una sefal ancha
correspondiente a laos grupes &cidos, la cual desaparece al ser
intercamblado con agua deuterada. En el espectro determinado a 200 MHz

puvede observarae en primer lugar una seflal simple ancha en 5.88 ppm la

cual integra para un protén y ag asignada a la posicién vinflica en 2; a
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centinuacién sobresale la presencia de una eeflal dd/sp centrada en 3.6
ppm, la cual integra para 2 protones, de las posiciones 4 y 11, después en
2.32 ppm se cbaerva una sefial simple que integra para un protén la cual al

ser corralacionada con loa derivados de longipineno reportados en la

llteratura7, indudabl te corr de al protdén en posicién 5; €l valor

en 2,15 ppm ase presenta como una seflal doble la cual integra para trus
protones y por analogia queda asignada a los hidrégenos del metilo en 12;
por Gltimo a campo m&s alto se observan tres seflales simples en 1.22, 1.25
y 1.20 ppm las que integran para J protones cada una, correspondiendo
éutas a los protones de los metllos en 13, 14 y 15 de manera respectiva.
Finalmente, se tiene que an su correspondiente aeampectroscopfa de RMN
cﬂ, de la entidad oxidada 1V, presenta en la regi6én de los carbonilos
tanto en la veralén normal como de APT una sefial en 202.349 ppm que ae
establece al carbono del carbonilo «-B-insaturado, de manera andloga en
eata misma regiSn y especificamente en 183.110 y 183.475 ppm, se observan
otras dos eeflales correspondientes a los carbonos de carbonilo del
difcido; a continuacion eec tiene en 171.499 ppm una eefial de carbono par,
la cual corresponde a C-3; posteriormente en 123.1B87 ppm 8se observa una
gseflal la que de acuerdo al experimento APT pertenece a un carbono non
(metino) sl cual se aaigna a C-2; por otro lado en la regi6n de campo alto
y de manera concreta en 66.205 ppm se manifiesta una sefal de carbouo
non/trisuatituido concerniente & €-5; en segulda se presentan dos sefales
asobrepuestas en 56.907 ppm perteneclentes a carbonos par y non,
correspondientes a un carbono tetrasustituide y otro metine asignados a

C-10 y C-11 de manera respectlva; para C-4 se tiene en el aspectro una
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sefal a 50.018 ppm, légico para un carbono non/metino; del mismo modo C-12
presenta un desplazamiento quimico de 23.261 ppm, este carbono también es
non tipo metino; finalmente a campo més alto y de acuerdo a la
interpretacién de APT se presentan seflales tipicas de metilo en 20.035,
25.084 y 28.338 asignadas a €-13, C-14 y C-15 respectivamente.

De acuerdo a los datos obtenidoe espectropcbdpicamente, analizados con
anterioridad y relaclonindolos con el experimento de RMN 2D Heteronuclear
(HETCOR)} datos expuestos en @1 espectro IVI, compendiado a su vez en la
TABLA VII; se concluye de esta manera con la identificacién del producto
de oxidacién dré&stica como el didcido (1V).

Finalmente, su f6rmuia molecular € _,H O_, concuerda con los datos

141875
obtenidos por espertrometria de masas 248(1.8) M- HZO' 220(2) H+-Hzo -Cco.
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CONCLUSIONES

Los longipinencs se encuentran con excelente rendimiento en una gran
varledad del género Stevia; emnto permitid cque se llevara a cabo un

estudio quimico sobre este tipo de entidades quimicas.

Se reporta en este trabajo un estudio espectroscépico, particularmen-—
te de RMN, para caracterizar y asignar inequivocamente las aefales
de doe productos de oxldacién IIX y IV; los cuales no ee encuentran

doscritos en la literatura quimica.

Para evidenciar la de los pr de oxidacién, 1II y

IV fue necepario recurrir a los métod icos siendo

los siguienteas U.V; I.R; RHN H'; BMN €'° versiones: ADEP,

APT; HETCOR favoreciendo de esta manera la caracterizacién

estructural de los productos obtenidos.
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TABLA II.- Datos de RMN Cu de los compuestos I - IV.

I ~ IX(75 MHz)

IIXI « IV{25 MHz)

CQHPUESTQ
Fon 3 e B

1 202.93 204,58 202.917 202,349
2 122.79 122.67 122.253 123.187
3 170.35 171,70 169.897 171.49%
a 48.41 48.92 49.709 §0.018
5 65.86 66.59 62,839 66.205
6 37.37 38.23 48.428 42.525
7 72.25 69.34 199.997 183,110
e 32.40 36,87 57,759 -
9 74.71 73.72 202.216 183.875
10 55.86 57.46 57.759 56,907
11 §54.06 52,71 56.647 56.907
12 23.35 23.42 23.384 25,084
13 21.36 21.91 23.152 23.261
14 19.14 17.67 17.113 20.035
15 26.21 26.49 23.804 28,338

R’ - Ang H
1 166.83 -
2 » 127.98 -
3 137.75 -
a 15.73 -
S 20.63 -

RZ - Ang H
1 167.28 -
2 128.11 -
3 138.29 -
4 15.82° -
5 20.63 -

"Datos reportados en la (iteratura {N.
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TABLA II1.- Datos de RN H'
t - IX{300 MHz)

de los compuestos I = IV.
IIXI ~ IV{200 MHz}.

CONPUESTO
Protén gzm xg:m o W

H-2  q(d/d) 5.81 5.78 q 5.8865 |aa  5.88
H-4  dd 2.67 2.56 dd  2.8051 [dd/sp 3.63
He5 @ 2.34 2.28 s 2.58 s 2.32
H-7  ad 5.11 3.93 - -
H-8  dad 2.11 1.91 1dy4.0083 -
H-8  ddd 2.24 2.26 “[(d)a.oaaz -
He9  dd 5.13 3.86 - -
H-11 dad 3.17 3.03 a 3.3833 |dd/ep 3.63
He-12 d 2.06 2.03 4 2.1200 |a 2.15
He-13 8 1.02 1.10 8 1.2400 |8 1.22
Me-14 8 1.08 0.95 s 1.2500 (s 1.25
Me-15 8 0.93 .99 s 1.2300 |8 1.20
R, = Ang H
H-3 trang® 6.03 -
H-4 1.95 -
H-5 1.87 -
HO - 1.65
R, - ang H
H-3 trans® 611 -
H-4 2.03 -
H-5 2.01° -
Ho - -

.Dnlol reportados por la literstura (7)

PSeRal comple)s

d
Con respecto al grupo carbonite
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TABLA 1V.- Datos de RMN C“3

LONGIPIN-2-EH-1,7,9-TRIONA

en gu versién ADEPT parat

ADEPT
e — c on ch, cH,
1 - X
2 122.23 x
3 -
4 49.68
5 62.82 -0l
5 - §
L} -
8 57,77
s -
10 57.77
11 56,63
12 23,38 x
13 23.17 %
14 17.11 x
15 23.80 x
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TABLA V.- Datos de correlacién hetercnuclear {BETCOR) paras:

LONGIPIN-2-EN-1,7,9-TRIONA

LN S0 4 513
H/C, --~ / 202,917
H,/C, 5.8865(1H, q ) / 122.253
Hy/C me [ 169.697
H/c, 2.8051(1H, dd) / 49.709
u/e, 2.5800(1H, 8 ) / 62.839
H./C, -— / 48.428
H,/c7 --- / 199.997
Hy/Cy 4,0993(1H, 4 ) / 57.759
AB

4.0983(1H, 4 ) / 57.759
By/c, = / 202,216
LIPYL N aw- / 57.759
LA 3.3833(1H, ¢ ) / 56.647
u,/c, 2,12 (38, d} / 23.384
H/c, 1.24 (3H, s ) / 23.1852
H“/cu 1.25 (3H, 8 ) / 17.113
u"'/c‘s 1,23 (34, &) / 23.804

E3 Y




TABLA VI.~ Datos de RMN (:‘3 en su versién APT para:

Ac.

8-NOALONGIPIN-2-EN-7,9-DIOICO

APT
c ppm NON PAR
T L

(cH - cHy) tc - o,
1 202.349 %
2 123.187 %
3 171.499 b3
4 50.018 X
5 66,205 X
6 42,528 x
7 183.110 b3
9 183.875 X
10 56,907 %
11 56.907 X
12 25,084 b3
13 23,261 b3
14 20:035 x
15 28.338 X
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TABLA VII.-~ Datos de correlacién heteronuclear {(HETCOR) para:
Ac. B-NORLONGIPINEN-7,9-DIOICO

B /C S, 1 513

H /€, ~m- [ 202,349
u,/c, 5.88(1H, sa ) / 123.187
Hy/e, - ] 171.499
HJ/c, 3.63(1H, ddfep) / 50.018
H /e, . 2.32(1M, s ) / €6.208
H/c, -/ 42.525
H,/c, --=/ 183.110
Hy /e, -—— / 183.875
10/%0 ===/ 56,907
/e, 3.63(14, dd/fap) / 56.907
/e, 2.15(34, d )} / 25.084
H ./, 1.22(34, s ) / 23.261
H fe,, 1.25(34, =} / 20.035
15745 1.20(3H, 8 ) / 28.338
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