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1 Resumen

El objetivo principal de este trabajo es el estudio del equilibrio ceto/enol en
compuestos 1,3-dicarbonilicos a través de la técnica de resonancia magnética
nuclear empleando el intercambio hidrogeno-deuterio para valorarlo por medio de
la integracion del espectro de 'H y la multiplicidad generada en el espectro de °C.

El compuesto sometido a estudio es curcumina, la cual se extrae principalmente
de la planta Curcuma longa y fue escogido por sus importantes propiedades
farmacoldgicas y el interés internacional tan grande que ha despertado en los
ultimos afnos.

En este estudio se sometieron al equilibrio de intercambio isotopico otros sistemas
1,3-dicarbonilicos como diacetilcurcumina (DAC), 2,4-pentanodiona, acetoacetato
de etilo, 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona, 1,3-ciclohexanodiona y 1,3-
ciclopentanodiona que sirvieron como modelo para valorar el intercambio isotdpico
y la técnica experimental utilizada.

El equilibrio del intercambio isotopico se realiz6 en temperatura ambiente,
empleando como disolvente metanol monodeuteriado y atmoésfera inerte de argén
para evitar la oxidacion y posibles subproductos de reacciones secundarias.

Los productos del intercambio fueron purificados y posteriormente estudiados
mediante sus espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y C vy
permitieron la valoracién de los equilibrios en cada caso.
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2 Objetivos

e Demostrar la versatilidad de la RMN en el estudio de propiedades
fisicoquimicas de metabolitos secundarios de origen vegetal.

* Usar la técnica resonancia magnética nuclear para el estudio del equilibrio
ceto/enol de curcumina usando como modelo otros sistemas 1,3-
dicarbonilicos.

3 Hipoétesis

El intercambio deuterio/hidrogeno resultante del equilibrio ceto/enol de curcumina
podra ser estudiado, valorandolo y comparandolo con el que ocurre en otros
sistemas 1,3-dicarbonilicos.

4 Marco tedrico

Los seres humanos han utilizado los productos naturales (PN’s) milenariamente
para el cuidado de su salud. El estudio de la medicina tradicional basada
principalmente en el uso de plantas, ha conducido al descubrimiento de agentes
terapéuticos como aspirina, morfina y quinina, entre muchos otros.

HO

o} OH

H O\\\\\\\\
Aspirina

Morfina Quinina

Figura 1. Ejemplo de productos naturales derivados de plantas.

Ha habido dos avances revolucionarios en la industria farmaceéutica, el primero es
la sintesis de penicilinas y el segundo el uso de mecanismos de deteccion
basados en bioensayos. ("

Asi lo refieren Newman, Cragg y Snader quienes concluyen que los PN'’s todavia
son una fuente importante de nuevos farmacos especialmente en areas criticas
como es la lucha contra el cancer y la hipertension.
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Se estima que un alto porcentaje (entre el 25% y el 50%) de los farmacos
actualmente en el mercado tiene su origen en PN’s y en el caso de farmacos
anticancerigenos y antiinfecciosos dicho porcentaje es atin mayor.

Actualmente el estudio de PN’s en la industria farmacéutica es muy reducido
debido entre otras razones, a la dificultad de proteger los descubrimientos
mediante patentes. Con las nuevas técnicas como la instrumentacién, robética,
etc. los PN’s pueden competir contra los compuestos sintéticos en la busqueda de
nuevos farmacos en la industria farmacéutica.

41 Curcuma

La historia del género curcuma se remonta a ca. 5000 afios. La curcuma es el
rizoma de la planta Curcuma longa, la cual es una planta perenne de la familia
Zingiberaceae y ha sido utilizada por la gente de India no solo como condimento
sino también en la medicina tradicional, como parte de rituales religiosos y como
colorante.

La curcuma es una especie culinaria de color dorado también nombrada como
azafran de la India. Es reconocida por su capacidad para conservar los alimentos
a través de un mecanismo antioxidante, su propiedad colorante, asi como por su
sabor sui generis.

En la medicina tradicional India y China, la curcuma fue utilizada como un
antiinflamatorio para tratar coélicos, dolores de muelas, dolor de pecho y
dificultades en la menstruacién. También fue usada contra problemas del
estomago, del higado, para tratar heridas, para desvanecer cicatrices y como
cosmeético.

Figura 2. Rizoma y polvo de Curcuma longa.

La curcuma es un colorante utilizado para dar el color amarillento a los alimentos
ya que es mas barato que el azafran. El color es Amarillo Natural 3. Otra ventaja
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es que si se le adiciona de 1-2% de curcuma a cereales almacenados, estos se
protegen contra plagas.

Se llego a utilizar como un indicador acido-base en el “Curcumapapier” con punto
de vire a un pH de 8-9 pasando de color amarillo (acido) a un color café (base).
También se utiliza como indicador de la presencia de boratos por la formacion de
compuestos coloridos.

4.1.1 Composicion de la cuarcuma

La curcuma contiene una gran variedad de fitoquimicos que incluyen: curcumina 1,
desmetoxicurcumina 2, bisdesmetoxicurcumina 3, zingiberina 4, curcumenol 5,
curcumol 6, ar-turmerona 7, entre otros.

(e} (6] (6] (6]
- Y0 B Y0 h
HO OH HO OH
1 Curcumina 2 Desmetoxicurcumina
(0] (0]

T
HO OH

3 Bisdemetoxicurcumina

4 Zingiberina
OH OH
— .\\\\4
Him, H i Q
o g
5 Curcumenol 6 Curcumol 7 Ar-turmerona

Figura 3. Curcumina y sus derivados.

La curcumina (C21H200¢), es el fitoquimico que le da el color amarillento a la
curcuma y es el compuesto al que se le atribuyen la mayor parte de los efectos
terapéuticos. Se estima que entre el 2-5 % de la curcuma es curcumina.

La curcuma contiene 3 diferentes analogos, la curcumina, la desmetoxicurcumina
y la bisdesmetoxicurcumina. Se ha descubierto que la curcumina presenta mayor
actividad que la desmetoxicurcumina y la bisdesmetoxicurcumina. También hay
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estudios de que la mezcla de los tres analogos es mas potente que cualquiera de
ellos solo. ®

4.1.2 Curcumina

La curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona) fué
aislada por primera vez en 1815 por Voguel y Pelletier, en 1910 se establecid su
estructura, trabajo realizado por Lampe y Milobedzka.

La curcumina es una molécula hidrofobica, soluble en dimetilsulfoxido (DMSO),
acetona, etanol, metanol y diferentes aceites. Tiene un peso molecular de 368.39
g/mol, sus cristales son de color naranja y tiene un punto de fusion entre 182-
184°C. Tiene una absorcion maxima cerca de 420 nm. En condiciones acidas el
color cambia a un rojo intenso. Esta molécula presenta el equilibrio ceto/enol, pero
principalmente se encuentra en su forma de enol.

(0] O (0] OH
e N P O _O N A O

—
~—

HO OH HO OH
Figura 4. Equilibrio ceto/enol de curcumina.

La curcumina tiene numerosos usos v. gr. antiséptico, analgésico, antiinflamatorio,
antioxidante, antimalaria, repelente de insectos, para curar heridas. Se ha
demostrado que curcumina es un potente antiinflamatorio y antioxidante.

La curcumina puede modular varios factores de transcripcion, factores de
crecimiento, citocinas, quinasas, entre otras enzimas. En términos especificos la
curcumina suprime la actividad del factor de transcripcion NF-kB, el cual regula la
expresion proinflamatoria. También regula la expresion de la enzima COX-2, la
cual se vincula con la mayor parte de las inflamaciones. Esta también inhibe a la
enzima proinflamatoria, 5-LOX.

Se ha considerado que las substancias oxidantes son promotoras de varias
enfermedades, por lo que se supone que las antioxidantes retrasan estas, aunque
este paradigma no siempre es cierto.

En las enfermedades inflamatorias que la curcumina ha demostrado tener un
efecto positivo son: pancreatitis, artritis, colitis, gastritis, alergias, fiebre y
enfermedad inflamatoria intestinal. Y en enfermedades autoinmunes estan
esclerodermia, psoriasis, esclerosis multiple y diabetes. Hay varias investigaciones
gue apuntan al potencial de curcumina contra varios tipos de cancer entre los que
se encuentran cancer de piel, eséfago, boca, intestino, colon, estbmago, pecho,
prostata, sangre, hueso, cerebro, pulmén, pancreas y de ovario. 4 ®®©
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La curcumina es capaz de suprimir la proliferacion de una gran variedad de células
tumorales a través de la regulacion a la baja de los productos de los genes
antiapoptoticos, activacion de caspasas y la induccidn de genes supresores de
tumores. ) ©)

Se ha visto que la curcumina juega un papel importante en combatir la diabetes
mellitus tipo 1l o diabetes senil. En varios estudios en animales se ha demostrado
que la curcumina puede superar la resistencia a la insulina.

Uno de los problemas de curcumina es su poca biodisponibilidad, aunque se
sugiere que con agentes como piperina (un producto natural presente en la
pimienta negra) esta biodisponibilidad puede aumentar. Después de la absorcidon
la curcumina es rapidamente metabolizada. ©

Se han hecho muchos estudios de modificaciones sobre estructura de curcumina
para aumentar sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antifungicas, etc.
Entre estas modificaciones estan la hidrogenacion ) ® acetilacion ), coordinacion

con metales como cobre, tierras raras entre otros metales, y otras modificaciones.
(10) (11) (12) (13) (14)

4.2 Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear es una técnica espectroscopica, que nos
proporciona datos estructurales y dinamicos de las moléculas sujetas a estudio.
Toda técnica espectroscopica se basa en la interaccidn entre la materia y la
radiacion electromagnética. Esta técnica esta basada en el momento angular de
espin que tienen ciertos nucleos (por ejemplo 'H, *C, *'P, etc.), los cuales
sometidos a un campo magnético y a una interaccibn con radiacion
electromagnética en la zona de las radiofrecuencias (rf), absorben y emiten
energia de manera caracteristica. ('® (®)

4.2.1 Fundamento teérico
4.2.1.1 Propiedades magnéticas de los nucleos

Las propiedades magnéticas de los nucleos son las que nos interesan en RMN,
sobre todo las propiedades del momento angular, la cual se comporta como una
particula clasica cargada en rotacion; los nucleos, al ser particulas cargadas
positivamente al girar generan un momento magneético (u).
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T

m=+12 m=-1/2

Menor energia  Mayor energia

Figura 5. Propiedades magnéticas de los nitcleos.

Cuando un nucleo tiene masa par y carga par este nucleo tendra un valor de |
(numero cuantico de espin) igual a cero, no exhibe propiedades magnéticas lo que
hace que no sea susceptible a orientarse en un campo magnético y por tanto, no
genera efecto de resonancia.

Un nucleo con masa par y carga impar presenta un valor de | diferente de cero
dentro del campo de los numeros naturales y posee propiedades magnéticas.

Por dltimo, un nucleo con numero con masa impar exhibe un valor de | en
fracciones y presentara propiedades magnéticas.

Para los nucleos que generan sefial en RMN, el valor de | solo puede tomar
ciertos valores cuantizados; los nucleos con distribucion de la carga en forma
esférica tomaran el valor de 1=7%, los que tengan valores de | igual o superiores a 1
seran elipsoidales y poseeran un momento nuclear cuadrupolar pudiendo éstos
ser de dos tipos. Los que tengan un valor de Q (momento eléctrico cuadrupolar)
mayor a 0 tendran una concentracion de la carga sobre el eje de rotacion mientras
que los que tienen un valor de Q menor a 0, tendran la concentracion de la carga
positiva sobre el ecuador.

Se puede predecir cual es el numero de estados u orientaciones que va a tener un
nucleo a través de la ecuacion siguiente:

#estados = 21+ 1
Ecuaciéon 1

Tomando como ejemplo a un grupo de nucleos con valor de |=2 podemos saber
que va a tener dos posibles estados, pero si no se aplica un campo magnético
externo estos dos estados estaran degenerados i.e. tienen la misma energia. Si
aplicamos un campo magnético externo, estos dos estados (m) presentaran una
diferencia en los niveles de energia, siendo el espin paralelo al campo magnético
el de menor energia (efecto Zeeman).
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m=-1/2
t t
E 04 AE E
m=+12
0 B, — 0 B, —
(a) (b)

Figura 6. Efecto Zeeman donde a) es un nucleo con | =7y b) es un niucleo con | =1.

La energia en el sistema se calcula a través de la ecuacion 2.

_ m;Byyh
Ei= 2T
Ecuacion 2

donde y es la constante giromagnética y cada nucleo que tenga un | diferente de 0
tiene su propia y. By es el campo magnético externo, m; es uno de los posibles
estados cuanticos de I.

4.2.1.2 Comportamiento de los nucleos en un campo magnético

Al estar los nucleos en un campo magnético sus vectores de momento angular de
espin giran sobre un eje (precesionan) cada nucleo precesa a una frecuencia
especifica (frecuencia de Larmor) y esta esta en funcién de y y de Bo.

w YBo

V== —-

2T 2T
Ecuacion 3

Donde v es la frecuencia de precesion lineal y w la frecuencia angular. Para que
se dé la resonancia, la frecuencia de la radiacién tiene que coincidir con la
frecuencia de precesion.

Para cualquier sistema con niveles de energia, cuando se llega al equilibrio
térmico siempre habra mas particulas en el estado de menor energia. En el caso
de la RMN esta diferencia numérica entre ambos estados estd dada por la
distribucion de Boltzmann.
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Ppn=-1/2 _ —2F
P, =+1/2

Ecuacion 4

El tiempo que tarda un grupo de nucleos en alcanzar el equilibrio térmico al
someterlos a un campo magnético se denomina relajacion espin-red o longitudinal
(T4); entre mayor sea este valor, mayor tiempo requerira la poblacién de nucleos
en alcanzar o retornar a la posicion original de equilibrio térmico.

Cuando se comienza a irradiar con la radiofrecuencia apropiada (de Larmor) todos
los nucleos comienzan a tener “coherencia de fase” ie. precesionan
simultaneamente.

Otro tipo de relajacion es cuando se deja de aplicar la rf y se empieza a perder la
coherencia de fase; este proceso de retorno al equilibrio se denomina relajacion
espin-espin o transversal (T»).

4.2.2 Espectrometros de RMN
Los espectrometros contienen los siguientes componentes.

* Iman - Estos pueden ser de tres tipos: imanes permanentes, electroimanes
e imanes superconductores.

e Sonda (“probe”) — es la que hace la mayor parte del trabajo, es el
componente que permite la excitacion de los nucleos y la recepcion de las
sefales de resonancia.
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Figura 7. Diagrama de un espectrometro.

4.2.2.1 Experimentos de onda continua

Existen dos tipos de experimentos de onda continua. Uno donde se varia la rf y el
campo magnético se mantiene constante. El segundo varia el campo magnético y
la rf se mantiene constante. En este tipo de experimentos en la parte derecha del
espectro se encuentra lo que se llama “campo alto” o frecuencia baja y del lado
izquierdo se encuentra el “campo bajo” o alta frecuencia.

4.2.2.2 Técnica de pulsos-transformada de Fourier

Este se realiza en un campo magnético constante y la rf se suministra en un pulso
de corta duracion (microsegundos) pero de gran potencia. Este pulso es tan corto
que cubre una gran cantidad de frecuencias y permite la excitacién simultanea de
todos los nucleos dentro de la ventana espectral y la duracién del pulso determina
el intervalo de frecuencias cubiertas.

Como se menciond antes, cuando se irradia una rf los nucleos empiezan a
precesionar de forma coherente y dependiendo de la duracion y la potencia del
pulso esta coherencia va a tener una precesion con un angulo definido (con
respecto a la direccion del campo).

En esta técnica se aplica un pulso de excitacion, se adquiere la respuesta del
sistema por un periodo de tiempo y finalmente hay un tiempo de espera (Ty) para
permitir el retorno al equilibrio (dependiente de T4) evitando la saturacion del
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sistema. Esta secuencia se aplica varias veces y los datos se van sumando
coherentemente. Al final se obtiene un decaimiento libre de la induccion o FID
(“free induction decay”) por sus siglas en inglés. Este decaimiento se debe a T*,
que es la relajacion efectiva espin-espin y esta es siempre menor o igual a To.

Una vez obtenido el FID se aplica una transformacion de Fourier para pasar del
dominio del tiempo al de las frecuencias obteniéndose asi el espectro usual de
RMN.

4.2.3 Desplazamiento quimico (d)

Cada isotdépo posee una y caracteristica con una correspondiente frecuencia de
precesion de Larmor. Adicionalmente, el entorno electronico protege al nucleo de
percibir en su totalidad el valor del campo magnético externo causando pequefas
variaciones en la frecuencia de precesion nuclear. Estas pequenas diferencias de
campo magnético local, son la base de las diferencias de las sefiales de absorcion
y emision dentro de cada familia isotopica.

Tomando en cuenta lo anterior podemos introducir una nueva ecuacion donde el
campo real que siente un nucleo estda en funcion de una constante de
apantallamiento (o).

V:E(l—a)

Ecuacion 5

La siguiente ecuacién nos define el desplazamiento quimico para cualquier equipo
a cualquier campo.

Av;
§; = —x10°
Vo

Ecuacion 6

Donde vy es la frecuencia del equipo que se esta operando y Av; es:

AVi = Vsefial — Vreferencia
Ecuacion 7

Asi, las posiciones relativas de las sefales obtenidas de una determinacion de
RMN pueden expresarse en términos de partes por millon (ppm) o de frecuencias
(Hz) y son referidas a la distancia en ppm o Hz de una sefial de referencia a otra
proveniente de la muestra.
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4.2.4 Acoplamiento espin-espin

Los nucleos magnéticamente activos pueden interactuar entre si si se encuentran
en la cercania de dos, tres 0 mas enlaces quimicos. '")

Si se tienen dos nucleos con | diferente de cero se observa que la resonancia del
espin |4y se divide en 2l,+1 mientras que la resonancia del espin |, se divide en
214+2. Esto es porque las energias de | son modificadas por la interaccion entre los
espines, esta interaccion es denominada acoplamiento espin-espin.

La magnitud de esta interaccion esta dada por la constante de acoplamiento
espin-espin Ji; esta constante describe el acoplamiento entre el espin del nucleo j
y el espin del nucleo k.

Las energias de transicion son afectadas por este acoplamiento y la magnitud de
esta energia se refleja en la separacion (J) medida en Hz entre las lineas
resultantes de dicha interaccion.

El valor de J es intrinseco y no depende de la intensidad del campo magnético
externo como ocurre con el desplazamiento quimico.

El patrén de las sehales de un nucleo se puede explicar por el método de las
particiones sucesivas. Este método se explica en la siguiente Figura.

Doble de Triple
dobles

Figura 8. Método de las particiones sucesivas.

Las intensidades de las particiones o divisiones sigue la disposicion del triangulo
de Pascal si las J's tienen la misma magnitud. '®
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4.3 Estudio del equilibrio ceto/enol a través de la técnica de RMN

La resonancia magnética nuclear es de gran utilidad para estudiar fendmenos
moleculares dinamicos (RMN dinamica). Alli pueden considerarse la cinética de
una reaccion quimica, los equilibrios conformacionales o tautoméricos.

Para que un equilibrio dinamico pueda ser observado en RMN, sea observado, es
necesario que este ocurra dentro de la escala de tiempo de la RMN que permita
distinguir de manera independiente las especies involucradas en el equilibrio. Ello
depende de la vida media que tengan dichas especies; si el intercambio es
‘rapido” se observara de él solamente un promedio, mientras que si es “lento” se
podran observar de manera diferenciada las especies involucradas en el equilibrio
dinamico. El simil de una camara fotografica es muy util para ilustrar este hecho.
Asi, un objeto en movimiento rapido puede ser registrado nitidamente solo cuando
la rapidez del registro es comparable con la del objeto. Caso contrario, la imagen
aparecera difusa.

El rango de magnitudes de constantes de equilibrio que la RMN puede detectar
oscila entre 107"y 10°s™. 19

El estudio del equilibrio ceto/enol a través de la técnica de RMN se encuentra
abundamentemente descrito y se ha propuesto como una practica para ensefiar
nuevas técnicas en RMN y para aportar un mayor entendimiento de esta técnica.

Un aspecto relevante es que el equilibrio ceto/enol varia dependiendo de la
polaridad del disolvente.

La forma de calcular el equilibrio es a través de la siguiente ecuacion.

%enol
€ Yketo
Ecuacion 8

En la medicion de este equilibrio es importante considerar la relacion numérica de
los hidrégenos involucrados en el equilibrio de las formas ceto y enol. ¢ 2"
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5 Planteamiento del problema

La curcumina es un compuesto de gran interés mundial en la actualidad. Dadas
sus fascinantes propiedades fisicoquimicas y su enorme potencial farmacoldgico
se justifica el estudio refinado de su estructura y propiedades quimicas.

6 Diseno experimental

La curcumina utilizada fue de origen comercial de la comparfia Sigma con una
pureza del 65 — 70%. La 2,4-pentanodiona, acetoacetato de etilo, 5,5-dimetil-1,3-
ciclohexanodiona, 1,3-ciclohexanodiona y 1,3-ciclopentanodiona también son de
la compafiia Sigma y tienen una pureza de = 99.0.

La diacetilcurcumina utilizada fue preparada sintéticamente por acetilacion a partir
de curcumina previamente purificada.

Los disolventes usados fueron de la marca Baker y fueron previamente destilados.

Los puntos de fusidén fueron obtenidos con un aparato Fisher-Jones y no fueron
corregidos.

Los espectros de RMN 'H, ®C de una dimension y de dos dimensiones fueron
obtenidos en equipos Bruker Avance Il de 400 MHz y Bruker Avance de 300 MHz;
empleando como referencia interna los disolventes utilizados. Los
desplazamientos quimicos (d) se expresan en partes por millon (ppm).

Para el analisis de los espectros de resonancia (archivo “.fid” proveniente de los
equipos de resonancia) fueron utilizados los programas Mestrenova vy
NMRnotebook. Para la representacion de las estructuras fue utilizado el programa
ChemBioDraw Ultra y para el procesamiento de los datos numéricos fue utilizado
el programa Microsoft Office Excel.

7 Resultados

7.1 Purificacion de curcumina

Para purificar curcumina se hizo wuna recristalizacion de metanol/agua.
Posteriormente se disolvié en etanol y se dejo evaporar lentamente con lo cual se
obtuvieron unos cristales color naranja con punto de fusion de 180-183°C.©

7.2 Reaccion de curcumina para la obtencion de diacetilcurcumina

En un matraz de fondo redondo se disolvié en 20 mL de diclorometano 2.122 g de
curcumina y se adicionaron 2 mL de piridina. Se agreg6 gota a gota 4 mL de
anhidrido acético y se dejo reaccionar por 4 horas en temperatura ambiente.
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Se vertio la mezcla de reaccion a un vaso de precipitados con hielo y se agrego
bicarbonato de sodio para neutralizar los residuos de la reaccion. La mezcla se
extrajo con AcOEt/ agua hasta la eliminacion de piridina

La fase organica se recolecto, se evaporo y finalmente se recristalizé de acetato
de etilo/hexano.

Se obtuvo del producto final 1,2 g dando un rendimiento del 46.07%. La
diacetilcurcumina es un polvo amarillo con punto de fusién de 165-167°C.

HO

OCH, OCH,

O O

~ P O O

O Anbhidrido acético o X =
OH Piridina Mo O

OCH; OCHj
Figura 9. Reaccién para la obtencién de DAC.

7.3 Intercambio deuterio/hidrégeno

Para hacer el intercambio deuterio/hidrégeno se siguié la misma metodologia para
todos los compuestos. Esta consisti6 en tomar una cantidad (20-50 mg) de la
substancia sujeta al intercambio, se agregé 1 mL de metanol deuteriado (CH3;0D)
con agitacion en temperatura ambiente y atmdsfera inerte (Ar). En algunos casos
se adiciono diclorometano para disolver completamente la muestra.

Para la DAC se agreg6 una cantidad catalitica de trimetilamina para promover el
intercambio.

Se dejo 24 horas en agitacion. Finalizado el tiempo se evaporo a presion reducida
y se repitié la operacion 2 veces mas. Al terminar se evapordé la muestra y se dejo
30 minutos al alto vacio para eliminar el disolvente.

Para las muestras liquidas el procedimiento varia en la ultima parte ya que se
destilaron al alto vacio.
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5 P
M = |
—_— W —>
)|\)\ /
R, R R Z R Ry R;
HO = Ry = R, Curcumina Deuteriada
O\
0 N
)LO = Ry = R, Diacetilurcumina Deuteriada
O\

CH; = R; =R, 2,4-pentanodiona Deuteriada
0
CH; =R O*J\/ = R, Acetoacetato de etilo Deuteriado

5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona

J/il 1,3-ciclohexanodiona
0 0
J;>:O 1,3-ciclopentanodiona

Figura 10. Intercambio deuterio/hidrégeno.

A continuacién se presentan los desplazamientos quimicos (8) de los compuestos
estudiados.
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7.4 Curcumina

Carbono| 8'H | 3"C
1 7.469 | 140.033
2 6.395 | 120.625
3 | — 182.625
4 5.750 | 100.364
1" | 126.319
2 7.431 ] 109.958
3 | 147.294
Y U — 148.563
5' 6.81 | 115.127
6' 6.977 | 122.280
7 3.838 | 55.372

Tabla 1. Desplazamientos quimicos de curcumina.

Existen dos acoplamientos en esta molécula las cuales tienen los siguientes
valores, Jui-v2 = 15.6 Hz y Jus-ne = 8 Hz.
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7.5 Diacetilcurcumina

Tabla 2. Desplazamientos quimicos de DAC.

Carbono| &'H 5C
1 7.6275 | 139.941
2 6.569 | 123.311
3 | 183.103
4 5.863 | 101.672
1" | 134.014
2 7.132 [ 111.595
3 | 141.443
4 | 151.505
5' 7.0705 | 121.066
6' 7.1635 | 124.346
7 3.89 | 55.974
8 | 168.682
o' 2.331 | 20.613

La diacetilcurcumina tiene 3 acoplamientos, Ju1x2 = 15.6 Hz, Jusve = 8.4 Hz y

JH2’-H6‘ =1.6 Hz.
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7.6 2,4-pentanodiona

H ~
O @) O/ ™0
— o ‘
2 \
1 3 1 >
Carbono 5'H 53C
1 2111 30.421
1 1.92 24.401
2 | - 190.865
A 201.67
3 3.486 58.156
3 54 100.092
Hidroxilo 1534 | -

Tabla 3. Desplazamientos quimicos de 2,4-pentanodiona.

7.7 Acetoacetato de etilo

H\\
0 0 o o
o - 2 ‘
2 3 4 O/\ \3‘ O/\

Carbono | &'H 5C
1 2177 | 29.512
1" 1.859 | 20.548
2 | 166.711
2 | 200.259
3 3.364 | 49.525
3 4.88 | 89.223
5 4105 | 60.723
6 1.19 | 13.557

Hidroxilo | 12.01

Tabla 4. Desplazamientos quimicos de acetoacetato de etilo.

Este compuesto solo muestra un acoplamiento, el cual es entre los hidrogenos de
los carbonos 5y 6y su valor es Jus.pe = 7.2 Hz.
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7.8 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona

7

4
—
-y
@)

Carbono | &'H 5°C
1 | 203.315
1" | 188.078
2 3.216 | 57.113
2' 5.269 | 102.797
4 2.053 | 53.526
4 2.394 | 46.053
5 | - 32.019
7 0.926 | 27.928

Tabla 5. Desplazamientos quimicos de dimedona.
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7.9 1,3-ciclohexanodiona

Carbono 5'H [ 3o
1 | 203.817
1" | 188.324
2 3.529 58.379
2' 5426 | 104.248
4 2.572 39.35
4' 2.319 32.202
5 1.954 18.244
5 | 21.226

Tabla 6. Desplazamientos quimicos de 1,3-ciclohexanodiona.

En este compuesto tiene dos acoplamientos los cuales son Jys-xs = Jna-ns = 6.4 Hz.

7.10 1,3-ciclopentanodiona

Carbono| 8'H | 3&"C
1" | 198.41
2' 5.105 | 105.926
4' 2.405 | 32.085

Tabla 7. Desplazamientos quimicos de 1,3-ciclopentanodiona.
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8 Discusion de resultados

Los espectros de RMN "H y C utilizados, se encuentran en el Anexo |.
8.1 Curcumina
8.1.1 Equilibrio ceto/enol

El estudio del equilibrio ceto/enol de la curcumina no fue susceptible de medicidn
ya que el espectro de RMN de 'H solo muestra la sefial correspondiente a la forma
enol de la curcumina (5.75 ppm), esto es comprobado con el espectro de 3C al
observar solo una sefal en la zona de carbonilos. Al comparar este dato con los
resultados obtenidos para las demas moléculas empleadas en el presente estudio,
permite afirmar que el hidrogeno endlico se encuentra firmemente retenido por los
puentes de hidrégeno y su equilibrio se encuentra fuertemente desplazado a este
tautdmero. Este hecho se aprecia también en la integracion resultante para un
hidrégeno en la sefal correspondiente al hidrogeno vinilico.

Para corroborar esta afirmacion, se emplearon los datos de la estructura cristalina
de curcumina obtenida por rayos x y se empleé el archivo “.cif’ obtenido en este
estudio empleando el programa Mercury. La representacion permitio hacer una
medicion de la distancia internuclear hidrégeno-oxigenos del sistema dicarbonilico
que se presenta abajo, mostrando que las distancias son de 1.282 y 1.258
Angtroms.

Figura 11. Estructura rayos x de curcumina.

En la siguiente tabla se presentan algunos valores de las integrales del espectro
de RMN "H.
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Carbono | Integral
2 1.97
4 0.99
5' 2.06
7 6.00

Tabla 8. Valores de las integrales del espectro 'H de curcumina.

8.1.2 Intercambio deuterio/hidrégeno

Se hizo dos veces el intercambio siguiendo la metodologia antes mencionada; los
resultados fueron congruentes en las dos pruebas, ya que éstas disminuyd la
sefal en 5.75 ppm asociado al hidrégeno del enol pero no hubo cambio en el
espectro de "*C, no se observo el acoplamiento C-D.

|l

~ ~.—

Figura 12. Disminucién de la seial del enol.

Los valores de las integrales después del intercambio se muestran en la tabla 9.

Carbono | Prueba 1 | Prueba 2
4 0.67 0.41
7 6.00 6.00

Tabla 9. Valores de las integrales de curcumina deuteriada.

Como se puede apreciar por los valores de las integrales si hubo intercambio, en
la Prueba 1 éste fue de ca. 33% y en la segunda prueba fue de ca. 59%.

8.2 Diacetilcurcumina
8.2.1 Equilibrio ceto/enol

Al igual que curcumina, para diacetilcurcumina fue imposible determinar la
constante de equilibrio del equilibrio ceto/enol, por las mismas razones que en el
caso de curcumina i.e. la ausencia de la sefal del metileno y el valor de la integral
del hidrégeno olefinico.
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Carbono | Integral
1 2.05
2 2.01
4 1.01
7 6.00
9' 5.96

También para este caso la integral nos indica un solo hidrogeno en el doble
enlace. Las integrales aparecen en la siguiente tabla.

Tabla 10. Valores de las integrales del espectro 'H de DAC.

8.2.2 Intercambio deuterio/hidrégeno

En el caso de diacetilcurcumina el intercambio se hizo en presencia de un
catalizador (base débil) pero el resultado fue la descomposicion parcial del
compuesto.

En el caso de la Prueba 1 hubo descomposicion parcial por lo que la integral de la
sefal por 5.86 ppm se vi6 afectada por un intercambio aparente de 23%, mientras
que en la Prueba 2 al no haber descomposicion solo hubo un intercambio del 14%
como se puede apreciar en la Tabla 11.

Carbono | Prueba 1 | Prueba 2
4 0.77 0.86
7 6.00 6.00

Tabla 11. Valores de las integrales de DAC deuteriada.

En la siguiente Figura se presenta una parte del espectro 'H de la Prueba 2; la
sefal a 5.286 ppm corresponde a disolvente residual (diclorometano).
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Figura 13. Intercambio deuterio/hidrégeno de la Prueba 2.

En este caso tampoco se observa acoplamiento C-D en el espectro de *C.

8.3 2,4-pentanodiona
8.3.1 Equilibrio ceto/enol

En el caso de 2,4-pentanodiona el equilibrio ceto/enol fue facilmente obtenido ya
que en el espectro aparecen las sefales del metileno y la del hidrégeno olefinico.

Carbono | Integral
1 3.30
1' 17.41
3 1.00
3 2.91

Tabla 12. Valores de las integrales del espectro "H de 2,4-pentanodiona

Con los valores de las integrales y con lo ya explicado en la seccién 4.3 (ecuacion
8) se obtuvo el valor de la constante del equilibrio ceto/enol.

K, = 5.54 = 10°7%4
Este resultado indica que la forma predominante es la forma enolizada.
8.3.2 Intercambio deuterio/hidrégeno

Para el intercambio deuterio/hidrogeno de la 2,4-pentanodiona se hicieron dos
pruebas. Los valores de las integrales aparecen en la siguiente tabla.
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Carbono | Prueba 1 | Prueba 2
1 18.3 1.9
1 8.9 7.7
3 0.6 0.0
3 1.00 0.2

Tabla 13. Valores de las integrales de 2,4-pentanodiona deuteriada.

Se observo abundante intercambio deuterio/hidrogeno, esto se puede apreciar en
los porcentajes de los intercambios y por la desaparicion de la sefial del carbono 3

de la prueba 2. Los porcentajes de intercambio fueron del 75.33% para la Prueba
1y 88.96% para la Prueba 2.

En la siguiente Figura la sefial que se ve a 3.03 ppm corresponde a metanol
residual.

LI I N B N S S I O [N N L Y N O S Y N N B N B O Y [ O B B Y L B B B L B B B B N
S4 52 S 48 46 44 42 4 38 38 34 32

Figura 14. Intercambio en 2,4-pentanodiona.

Las estructuras que se encuentran después del intercambio son las siguientes.
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D H D

Figura 15. Estructuras presentes después del intercambio.

Esto se afirma por el espectro de '°C ya que este presenta dos tripletes, esto es

debido al acoplamiento del deuterio con el carbono, uno esta a 100.01 ppm y el
otro se encuentra a 58.12 ppm.

L — L — uw o uw
> — — ~ o
3 — = o o o
— — L~ W W W
— — o> l | i
-— -— L
T l LI l T TTrT l TTTrT I TTrrT l LI
586 58.4 58.2 58 57.8 S
T T T T I T T T T T T T T T T T T T
s 101 100 99

Figura 16. Triple en el espectro '°C de 2,4-pentanodiona.
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Al observar la Figura 15 se puede apreciar que sigue habiendo estructura
enolizada sin deuterio y que hay desplazamiento del carbono con hidrégeno y el
carbono con deuterio, este desplazamiento es de 0.280 ppm y el acoplamiento
Jcp es de 28 Hz. La sefial a 58.386 ppm se debe al carbono del metileno con 2
hidrogenos y el desplazamiento provocado por los dos tipos de carbono es de
0.266 ppm y el acoplamiento para el triplete es de 19.5 Hz.

8.4 Acetoacetato de etilo
8.4.1 Equilibrio ceto/enol

El equilibrio ceto/enol del acetoacetato de etilo fue determinado por las sehales de
los hidrégenos 1 y 3, de los cuales se hizo un promedio para obtener un mejor
resultado. Los valores de las integrales se encuentran en la siguiente tabla.

Carbono | Integral
1 2.74
1 0.24
3 1.83
3 0.09
5 2.00
6 3.00

Tabla 14. Valores de las integrales del espectro 'H de acetoacetato de etilo.

Con los valores de las integrales y con lo antes mencionado se obtuvo el siguiente
valor de la constante de equilibrio.

K, = 0.093 = 1071031
Esto indica que la forma mas estable es la forma ceto.
8.4.2 Intercambio deuterio/hidrégeno

Para el acetoacetato de etilo se hicieron dos experimentos. Los porcentajes de
intercambio fueron de 80.00% para la primera prueba y de 72.50% para la
segunda prueba. Esto se obtuvo de los valores de las integrales de la siguiente
tabla.
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Carbono | Prueba 1 | Prueba 2
1 2.74 2.06
1 0.26 0.18
3 0.40 0.53
3 0.00 0.02
5 2.00 2.00
6 3.00 3.00

Tabla 15. Valores de las integrales de acetoacetato de etilo deuteriado.

LI Sy s s By s S ey S B S B B B B B B B S B S S S S S S — —
46 44 42 4 38 36 34 32

Figura 17. Region del espectro de 'H de acetoacetato de etilo que muestran el intercambio
parcial con deuterio.

Al observar los espectros de '*C, se observan dos acoplamientos deuterio-
carbono. Lo que se observa es un triple en 89.298 ppm y el segundo es un
quintuple a 49.331 ppm.
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Figura 18. Acoplamiento deuterio-carbono en acetoacetato de etilo.

Al igual que en los casos anteriores hay un desplazamiento en las sefales, para la
forma enol es de 0.258 ppm y el acoplamiento presente en este caso Jc.p es de
25.65 Hz, mientras que para la forma ceto el desplazamiento es 0.677 ppm y el
acoplamiento Jc.p = 19.65 Hz.

Observando los acoplamientos se puede afirmar que el equilibrio que esta
presente en acetoacetato de etilo después de la deuteracién es el siguiente.
Tomando en cuenta que sigue habiendo cierta cantidad de los reactivos.

D\\
o) o) o o
— |
—~—
)S(“\O/\ /K(ko/\
D D D
Figura 19. Equilibrio después del intercambio en acetoacetato de etilo.
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8.5 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona
8.5.1 Equilibrio ceto/enol

El equilibrio de 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona (dimedona) se obtuvo con los
valores de las integrales presentes en la siguiente tabla.

Carbono | Integral
2 0.19
2 0.93
4 0.40
4' 3.64
7 6.00

Tabla 16. Valores de las integrales del espectro 'H de dimedona.

Al observar estos valores y hacer las operaciones requeridas se obtiene el
siguiente valor del equilibrio. De este valor se puede afirmar que la forma
predominante es la forma enol.

K, = 9.444 = 10°975
8.5.2 Intercambio deuterio/hidrégeno

Para dimedona solo se hizo una prueba del intercambio, para la cual se logro
obtener un intercambio de ca. 80%. Este valor fue calculado a partir de los valores
que se presentan en la siguiente tabla.

Carbono | Prueba 1
2 0.13
2' 0.27
4 0.60
4' 3.45
7 6.00

Tabla 17. Valores de las integrales de dimedona deuteriada.

En la siguiente figura se puede observar la disminucion en las sefales de los
hidrogenos del carbono 2. La sefal en 3.303 ppm es metanol residual.
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Figura 20. Parte del espectro de la prueba 1 de dimedona.

En el espectro de *C se pueden observar solo una sefial de carbono acoplada a
deuterio, que se encuentra a 102.676 ppm y como en los casos anteriores se ha
visto que hay un desplazamiento de la sefal del carbono con hidrégeno respecto a
la senal con deuterio, siendo este de 0.248 ppm con acoplamiento Jcp es de 24.8
Hz.

41



S

LI L U N L L B L B B B

104 103 102 10

Figura 21. Triple observado en el acoplamiento C-D en dimedona.

En base a los resultados anteriores se afirma que la especie predominante
deuteriada que se tiene es la siguiente.

) O

D D
Figura 22. Especie presente después del intercambio D/H de dimedona.

8.6 1,3-ciclohexanodiona
8.6.1 Equilibrio ceto/enol

La determinacién del equilibrio ceto/enol de 1,3-ciclohexanodiona fue determinado
a través de los siguientes valores de integrales.
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Carbono | Integral
2 0.26
2' 1.00
4 0.59
4 4.35
5 247

Tabla 18. Integrales de los valores del espectro 'H de 1,3-ciclohexanodiona.

Estos valores indican la siguiente constante de equilibrio.

k, = 7.533 = 109877
La cual indica que la especie predominante en este caso es la especie enolizada.
8.6.2 Intercambio deuterio/hidrégeno

A 1,3-ciclohexanodiona se le hizo nada mas un intercambio, el cual muestra los
siguientes valores para las integrales en el espectro de 'H.

Carbono | Prueba 1
2 0.84
2' 0.17
4 0.38
4' 3.61
5 2.00

Tabla 19. Valores de las integrales de 1,3-ciclohexanodiona deuteriada.

Con estos valores se determina que el intercambio fue del 49.50% y al observar el
espectro de '°C solo se puede ver un triple, con desplazamiento quimico en
104.153 ppm. Este triple se presenta en la siguiente Figura.
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Figura 23. Triple asociado al acoplamiento C-D.

Para este caso el desplazamiento por los dos tipos de carbono es de 0.255 ppm y
su Jcp es de 25.5 Hz.

Con la informacion que se tiene se deduce que las estructuras presentes después
del intercambio deuterio/hidrogeno son las siguientes.

(0] (@] 0 0

D D
Figura 24. Estructuras presentes después del intercambio.

8.7 1,3-ciclopentanodiona
8.7.1 Equilibrio ceto/enol

El equilibrio de la 1,3-ciclopentanodiona no fue posible determinarlo por la unica
presencia de sefiales en los espectros de 'H y de 3C de la forma enolizada. Esto
se comprueba por dos razones. La primera es porque solo hay una sefal en la
zona de carbonilos y la segunda deriva de los valores de las integrales, ya que la
sefal para los hidrogenos del carbono 2 esta en la zona de los olefinicos y porque
solo integra para 1 hidrégeno.
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Carbono | Integral
2' 0.96
4' 4.00

Tabla 20. Valores de las integrales del espectro H de 1,3-ciclopentanodiona.

En el espectro de 'H después del del intercambio se llega a apreciar en el
equilibrio ceto/enol de la molécula como se muestra abajo:

-
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Figura 25. Presencia del equilibrio ceto/enol en 1,3-ciclopentanodiona después del
intercambio D-H.

Aunque la medicion no se puede hacer a través de la sefal de los hidrogenos del
carbono 2 por la disminucién de las sefales por el intercambio, si puede ser
calculada por la senal del carbono 4.

Carbono | &'H | Integral
4 2.378 0.07
4 2484 | 4.00

Tabla 21. Desplazamiento e integrales del espectro 'H de 1,3-ciclopentanodiona deuteriada.

Con estos valores se obtiene la siguiente constante de equilibrio:
k, = 114.286 = 102058

Lo cual esta en perfecta concordancia con el espectro de esta molécula sin
deuteriar ya que el equilibrio estd muy desplazado a la forma enol.
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8.7.2 Intercambio deuterio/hidrégeno

Para 1,3-ciclopentanodiona solo se hizo un intercambio deuterio/hidrogeno y los
valores de las integrales aparecen en la siguiente tabla.

Carbono | Prueba 1
2 0.05
2' 0.16
4 0.07
4 4.00

Tabla 22. Valores de las integrales de 1,3-ciclopentanodiona deuteriada.

Con estos valores se obtuvo el porcentaje de intercambio, el cual es del 79.36%.
En el espectro de "*C se observa un triple que se muestra en la siguiente Figura.

—105.444
—105.211
—104.955

A

LA | L LI B
| | | |

106 1055 105 1045

Figura 26. Triple obtenido por el acoplamiento D-C.
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Para este caso, el desplazamiento es de 0.233 ppm por los dos tipos de carbono
presentes y el acoplamiento Jc.p es de 23.3 Hz.

Con estos datos se puede afirmar que la estructura predominante después del
intercambio es la siguiente.

Figura 27. Estructura después del intercambio.
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9 Conclusiones

Se logro la purificacion de la curcumina por cristalizaciones sucesivas
hasta obtener un proucto que no mostré senales de otras impurezas en
el espectro de RMN.

Se llevo a cabo la sintesis y purificacion de diacetilcurcumina a partir de
curcumina pura.

Se corrobord la asignacion inequivoca de todas las sefales de los siete
compuestos en los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y
de "°C.

Se determind en los espectros de RMN que curcumina vy
diacetilcurcumina tienen una estructura predominante en su forma
endlica.

Se observo que el intercambio que ocurre en las moléculas empleadas
como modelo, no se establece en el caso de curcumina y
diacetilcurcumina concluyéndose que el hidrégeno que forma el puente
entre ambos carbonilos se encuentra fuertemente retenido dificultando
el intercambio por deuterio que si pudo observarse en los casos
empleados como modelo.

El intercambio parcial de hidrégeno por deuterio fue comprobado por la
disminucion en las sefiales en los espectros de 'H y por la presencia del
acoplamiento *C-D y *C-D..

Los resultados obtenidos contribuyen a explicar el porqué de la dificultad
que existe para la absorcion de curcumina en sistemas bioldgicos
limitando su biodisponibilidad.

Los resultados obtenidos contribuyen a la formulacion de proyectos
encaminados a incrementar, mediante derivacion quimica, el coeficiente
de reparto y proporcionar mejor biodisponibilidad de este importante
metabolito secundario de origen vegetal.
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