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INTRODUCCION




Desde tiempos remolos el hombre ha buscado satisfacer sus necesidades con los
productos que produce Ia naturaleza, Especificamente en el caso de aliviar sus malestares
y dolengias, ha empleado tode tipo de remedios entre los que destacan las plantas. De
esta mancra nacié la herbolaria, rama de la medicina de la que en México tenemos
tradicion . como lo indica ¢l Codice Badiano (1), compendio de remedios tradicionales
indigenas,

) La familia de las Lahiatae ha sido empleada ampliamente como una fuente de
plantas utilizadas dentro de fa herbolaria tradicional mexicana (2) (1). Estudios realizados
a estas plantas han demostrado scr una cantera de sustancias biologicamente aclivas y con
propiedades farmacoldgicas interesantes (2,3). Entre las propicdades que presentan los

~.metabolitos - sccundarios aislados de estas plantas se  cncuentran:  antivirales,

: antibacterianos, espasmoliticos, citotdxicos y amitumorales (3,4,5). Ademis, las plantas
se han empleado como Tuentes de sustancias quimicas que son precursoras de productos
con -alguna otra actividad o uso.

En México la familia Labiatue esti representada por aproximadamente 550
especies comprendidas en 42 géneros (6), de estos géneros el mis abundante es el género
Salvia, representado por aproximadamente 300 especies (7). El género Salvia se
caracteriza por ser una importante fuente de metabolitos secundarios entre los que
destacan: monoterpenos, diterpenos, triterpenos y flavonas (8). Este géncro se subdivide

en 4 subgéneros; Leonia, Salvia, Sclarea y Calosphace (9)(10), siendo este dltimo ¢l mas
abundante y estd dividido en 105 sccciones formado en su totalidad por especies
pertenccientes  exclusivamente al continente  americano, ntre estas sccciones se
encuentra la seccion Tomentellue, que esta formada por veinte especies, diez de las cuales

se encuentran en territorio mexicano y son:

Salvia ballotaceflora Salvia candicans
Salviu fiuticulosa Salvia parryvi
Salvia goldmanii Salvia coulteri
Salvia anastomosans Salvia pruinosa

Satvia ritropunciara Sudvia pinguifiora



Los productos aislados de las plantas se pueden refacionar con ¢l subgénero o
seceion a la que pertenceen, y con esta informacion servir de berramienta importante para
ayudar a la clasificacion taxondmica de la planta en estudio, esto gracias a que las
especics de plantas de cada subgénero y scccion sintetizan metabolitos secundarios

- similares: entre ellas, lo que permite modificar o corroborar la clasificacion existente.
Esto sc denomina el estudio quimiotaxonomico de la planta. Este tipo de cstudios son
importantes por [as siguientes razones (11):

a) El conocimiento de los metabolitos secundarios qute tienen las plaitas permite
“proponer rutas biogenéticas para la formacion de los- mismos, contribuyendo “al™”
conacimiento de la fitoquimica vegetal,

b) Algunos de los productos aislados son caracteristicos def subgénero y. seccion a

la- que perienecen las plantas, esto pennite establecer relaciones quimiobolanicas, lo que

“hace posible definir el perfil quimico de las plantas, y con ello, corroborar su inclusion
dentro de la clasificacion taxonomica.

c) El conocimiento de nuevas estructuras quimicas, grupos funcionales complejos
y diferentes que poseen los metabolitos secundarios aislados, son uno de los cauces con
los que sc enriquecen las posibilidades para los quimicos que trabajan en sintesis

arganica.

d} En estos estudios se aislan y caracterizan nuevos metabolitos sccundarios con

alguna actividad bioldgica de utilidad para el hombre.

De esta manera se han Jlevado a cabo estudios sistemiticos de algunos géneroé de
Labiadas como son: Sideritis (12), Tewcrium (13) y Ajuga (14). Actualmente sc investiga
el ‘gencro Safvie cn el Instituto de Quimica de la UNAM, lo cual ha lievado a la
caracterizacion de nuevos metabalitos secundarios caracteristicos de las secciones de este
género. Asi, con ¢l estudio quimiotaxondmico se ha demostrado que existe cierta relacion
entre los metabolitos secundarios aislados y I seccion a la que pertenecen las plantas
estudiadas; para ta seceidn Scorodonia del subgénero Calusphace del gencro Salvia., se
caraclerizaron diterpenos con csqueleto de clerodano; en la scecion Fulgentes se
identificaron diterpenos con esqueleto de clerodano y pimarano; y en la seccién
Erytrostuchys diterpenos con esquelcto de abictano. El estudio sistemitico del génera
Salvia ha conducido a la caracterizacion de diterpenos con esqueletos de abictano,



abictano transpuesto o |cclc‘<1nn, mm'lrnnu y clcmd'lnu (l'q,um 1. Dcl lohl d:. los -

diterpenos - aislados de Sulv:m mcuc’m’w, ccrm di SO'V‘ p ccn

clerodano (8).
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Los triterpenos mds frecuentes que se han encontrado en las Salvias estudiadas

son ¢l dcido oleandlico y el dcido ursdlico (Figura 2).



Como se menciond, los productos naturales se han wtilizado como precursores en
la sintesis de otros productos de interés particular. Entre las técnicas empleadas para

lograr estas transformaciones se encuentra la electroquimica. Para lograr con éxito las
electrosintesis es necesario antes llevar a cabo un estudio de las propicdades del sistema
clectroquimico, para que con la informacién gencrada se propongan medios y

condiciones de reaceion y de esta manera se logre el mayor rendimiento en la reaceion.

Una vez que se conocen las principales caracteristicas del sistema clectroquimico,
pademos intentar una sintesis o transformacion electroquimica a nivel preparativo. Las

ventajas que presenta la clectroquimica orgdnica son (15):

- La cinética de una reaceion clectroquimica depende del potencial al que se
reatice la transferencia de electrones y ¢l control de este potencial es equivalente a
controlar la temperatura para una reaccion normal.

- La clectroquimica es sclectiva, ya que en moléculas que tienen dos o mds grupos
funcionales clectroactivos diferentes o donde un grupo pueda presentar diferentes estados
de oxidacion, se puede cscoger el potencial al cual se {levard a cabo la reaccion para
afectar a uno o mis grupos clectroactivos, y con ello preparar compuestos dificiles y

muchas veces imposibles de abtener de otra manera.



- 2= Facilidad de aislar el producto transformado ya que al termino de la electrolisis,
¢l medio de reaccion no conticne oxidante o reductor por lo que la reaccion es inds
hmpl'l cvu'\ndo la contaminacion por productos de la reaccion quimica.

: T ‘Bl cosm de inversion es relativamente alto pero a largo plazo se paga por el alto
: prccm de los agentes redox quimicos especificos coma el 0s0, o ¢l RuQ,,.
Z.Con el emplcn de la clectroquimica, se sustituyen agentes redox toxicos y

e pch;,rosos
i e B empleo de técnicas electroquimicas, ademas de llevar a cabo Ia
iransformacion, permite cstudiar el mecanismo por cf cual sc esta llevando a cabo la
" reduccion woxidacion, con lo que ¢s posible mejorar las téenicas propuestas.
, - La clectrolisis genera especies muy reactivas como radicales neutros o cargados,
carbaniones y carbocationes,

- Con las reacciones electroquimicas no hay que preocuparse por disolver- el
agente redox, sino simplemente por disolver el producto a transformar, lo que permite
usar una mayor variedad de disolventes si es necesario,

. - Como las reacciones electroquimicas se llevan a cabo cn la superficie del
clecirodo, pueden conducir a una cestercosclectividad interesante 'y eventualmente
diferente a la observada en fase homogenca.

Los inconvenientes que presenta esta téenica son:

- La electroquimica es una téenica redox de superficie por lo que el rendimicnto y
velocidad de la reaceion esta limitado por la difusion de las moléculas al electrodo.

- El dominio de potenciales accesibles estad limitado aproximadamente de £ 3 V
vs Electrado Standar de Calomel (ESC). Esto corresponde a una barrera energética de
300 KJ por lo que molécutas electroactivas mis alla de estos valores no son detectables,

- La reactividad de los grupos generados implica la competencia de reacciones

quimicas acopladas como son:

Protonacion: R 4+ HY — RH
Fijacién de Electrafilo: R- +EY = RE
Hidroxilacion: R* + H,0 — ROl
Fijacidn de Nuctedlilo: R* +Nu~ — RNy

- Bl material necesario es en primera instancia costoso; celdas, electrodos y
membranas provocan ¢l encarecimiento de esta téenica.
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~La solucml clcclmhuc'l dcbc prcscmnr cnnduccmn cleclrlca por lo que debe ser

“la mayor parte de las’ rc1cc10ncs sc Hevan

“las - siguientes

- Rc1ccmncs dc lr'm:form'\cmncs de g g,rupos funcmmlcs

- Reéacciones de adicidn

~Réacciones de substitucion

<« Reacciones de acoplamiento -~

- Reacciones de apertura
- Reacciones por electrélisis indirecta
- Reacciones de polimerizacion

La electroquimica orgdnica tiene relevancia en el andlisis y 'l1a. sintesis de
productos orgdnicos, elucidacién o confirmacion de estructuras, investigaciones sobre
catdlisis, cstudio de intermediarios, la naturaleza del proceso de transferencia de
electrones, iniciacion de polimerizacion, sintesis de catalizadores, degradacion de
substancias, estudio de sistemas redox bioldgicos, mecanismos de reaccion, efecto de
solvatacion, efecto salino y mucho mds.



OBJETIVOS




Corroborar-la-clasificacion botdnica mediante el estudio quimiotaxandmico de la

planta.

Llevar a cabo el estudio clectroquimico bisico necesario para proponer
transformaciones a nivel preparativo en productos aislados.



ANTECEDENTES




Can ¢l camulo de conocimicntos que poseen los quimicos que trabajan en ¢l drea
de productos naturales, se han buscado teorias apropiadas que expliquen y describan las
posibles rutas biogenéticas de los productos encontrados en los seres vivos. Un ejemiplo
notable cs la regla del isopreno propuesta por Ruzicka (16). El observé que los terpenos
estin constituidos por unidades de isopreno (2-metil 1,3-butadieno) y se unen en un
arreglo cabeza cola (17) (Figura 3).

{sopreno

“Vitainina A

+7 = Unidades de isopreno

FIGURA 3

El isopreno nunca ha sido encontrado en la naturaleza en forma libre, pero se ha
verificado experimentalmente su presencia en productos naturales con Ia biosintesis de
lanosterol y colesterol empleando mareadores isotdpicos de C con la siguiente
secuencia de sintesis: acetato — acetil-CoA — Acetoacetil-CoA — B-Hidroxi B-Metil
Glutaril-CoA — Acido mevaldnico -3 Mevalonil 5-fosfato — Mevalonil 5-pirofosfato
— pirofosfato de isopentenilo (18). Se considera que el pirofosfate de isopentenilo
(Figura 4) es la forma activada del isopreno y es éste producto ¢l que tiene suficiente
encrgia para formar Jas uniones cabeza cola que forman los terpenos (Esquema 1),




: Dcp dicndo’ dt.] nimero de umdmics de'i ISOp en que
sem el hpu de ferpeno. Asf tenemos:

TABLA 1

Nombre - N° de Carbonos en el esqueleto N“ de unidades de.isopreno

Hemiterpeno 5 1
Monoterpeno 10 2
Sesquitespenc 15 3
Diterpeno 20 4
Sesterterpeno 25 5
Triterpeno 30 [

Se ha propuesto la siguiente biosintesis, via dcido mevalénico, para los diterpenos
encontrados como productos naturales: Abietanos y pimaranos Esquema [, (19) (20);
Icetexanos Esquema 2 (4);
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BIOGENESIS DE ICETEXANOS -

ESQUEMA 2

I:cﬁludm qulmmlnxnnmmco de las- Salvias cuaropeas y ‘asiaticas LOIIdUJO 'ﬂ

; -uslmmcnlo de diterpenos con esqueleto de abietano, La mayoria de los abietanos aislados
‘(lc,cst'ls plnnhs presentan ¢l anillo C oxidado, En algunos productos este anillo se
~encucntra como un anillo aromatico, con uno o mis grupos fendlicos libres o metilados,

mientras que otros pr i para-quinona sobre €l (4) (Figura 5).

ﬂxodmnn

‘Taxodona

FIGURA 5




La Sulvia conlteri pertencce a la familia Labiatae, género Salvia, subgénero
Calosphace, seccidn Te llae (9). Los estudios realizados en especies pertenccientes

'

a esta scccion, han demostrado que estas tienen como principal caracteristica fitoquimica,
la presencia de diterpenos con esqueleto de abietano 'y abictano transpuesto ( 9[10-20]
abeo-abictano), también conocide con el nombre -de icctexano. Al igual que los
diterpenos abictinicos de las Salvius europeas, los de la seccion Tomentellae tienen el
anillo C oxidado y en la mayoria de los productos aislados éste es quinoideo con un

_ sistema de orto-hidroxi-para-quinona en él (4) (Figura,6).




En la estructura de los productos naturales encontrados dentro de la seccion
Tomentellue existen grupos funcionales electroactivos, los cuales son susceptibles de
sufrir una transformacion por via clectroquimica. Tal s el caso de las para-quinonas,
compuestos que sufren reacciones clectroquimicas de una manera reversible (21). ara
lograr condiciones de reaccién en las que el rendimiento de los productos
electrogencrados  sea cuantitativo, es necesario  primero estudiar las  propiedades

electroactivas del sistema, Bste es ¢l campo de la electroquimica analitica.
FUNDAMENTOS DE ELECTROQUIMICA

La clectroguimica estudia los fendmenos de transferencia de electrones que
ocurren en las interfases electrodo-electrotito de una celda electroquimica. Estas celdas
constan de superficies conductoras, por o regular metdlicas, denominadas electrodos y
una fase liquida no necesariamente acuosa pero si conductora llamada electrolito. Si una
espeeie entra en contacto con un electrodo y toma electrones, se reduce y se dice que el
clectrodo actia como citodo; las reacciones que ocurren cn ¢l se denominan reacciones
catodicas. Por el contrario, si una especie picrde electrones al entrar en contacto con un
electrado, se oxida y se dice que el electrodo actda como dnodo: las reacciones que
ocurren en ¢l se denominan reacciones anddicas. En la practica para estudiar las
reacciones electrogquimicas se necesita una celda electroquimica de tres electrodos
(Figura 7). El efectrodo en el cual se va a llevar a cabo la reaccion de interés se denomina
electrodo de trabajo y se representa con un circulo al final de una linea. Al electrodo que
sirve para cerrar ¢l cirenito cléctrico se le conoce como electrodo auxiliar y se le
representa con una linea al tinal de una linea. Dado que nos interesa el proceso que estd
ocurriendo en el electrodo de trabajo, se mide de manera colateral su potencial respecto a
un electrodo de composicion conocida y constante como cs un clectrodo de referencia, el
cual sc representa con una flecha al final de una linea.

Las reacciones electroauimicas se caracterizan por (22):

a) Son reacciones en sistemas heterogéneos: cstas ocurren en una interfase
electrodo-cleetrolito, donde este Gltimo puede ser acuoso, no acuoso, gascoso, sistemas
membranales o sales fundidas,

b) Son reacciones fuera del equilibrio: ya que dependen del tiempo, la
concentracion de las especies que participan en la reaccidn electrogquimica cambian con
el tiempao en las cercanias de la interfase.

16



FIGURA 7

. “c)-S
-un’. potencial, se estd  favoreciendo unicamente una direccion  de’ la reaceion
electroquimica.

unidireccionales: por haber perturbado ‘el equilibrio con a“imposicion” de

: d) Son compartamentalizadas: ya que en toda celda electroquimica si en un
electrodo se esta llevando a cabo una reduccion, cn otro debe estar ocurriendo una

" oxidacién, por lo que para evitar que se interfieran los productos que se generan en un
electrado con los que se producen en ¢l otro se tienen que separar los clectrados.

En el estudio de Jas reacciones redox el tipo de perturbacion mis usado, es ¢l
provocado por la imposicion de un potencial eléctrico sobre un electrodo con una fuente
externa (Potenciostato). La consecuencia de esta perturbacion es que tiene Jugar una
reaccion electroquimica la cual genera una corriente de clectrdlisis. Duranie la serie de
eventos que ocurfen en una experiencia electroquimica, el potencial que repistra el
potencionielro y la corriente eléctrica de clectrolisis que registia ¢l amperimetro tiene
diferentes aportes a la lectura que sc detecta externamente:

AL i = (B + Bj +IR) - By

medida = Yeapacitiva

+i

_— i F Teamveceiin  rece. e, ac
wigracion ¥ Wtifusian  Teanveccion ¥ Treace. quim. ncoptada

Taradiica o de clectrélisis



. Cuarido s¢ imp(;nc un potencial lo que se mide en el potenciometro es la suma del

. potenicial vi‘lﬁpll‘qsld por ¢l potenciostato (E;); el potencial de unién liguida por

scparaciones: semipermeables (B)) y el potencial de resistencia cléctrica del electrolito

HE=IR).EN Ia. prictica Ej e [R son desprecinbles si sc usan membranas de separacion

'n(jg:cund;ls 0.s¢ pfcscindc de cllas y si se trabaja siempre en soluciones de sales idnicas
: Vgohcci]i('adﬂs (clectrolitos soporte) para disminuir la resistencia cléctrica de la solucion,

“i: En-el caso de la corriente total registrada, puede distinguirse entre la corriente

" eapacitiva (icapacitiva) © residual y la corsiente faraddica o de clectrolisis. La primera
obedece al fendmeno incvitable de formacion de 1a doble capa eléetrica en los electrodos,
la ‘cual se comporta como un capacitor cléctrico. Esta corriente puede disminuirse a

: valores despreciables reduciendo Ia superficie clectroactiva del electrodo empleando
microelectrodos. El segundo tipo de corricnte es a faradaica y es la que tiene relacion
con la especie electrolizada, En general, esta corriente se ve afectada por tres eventos

caracteristicos del sistema en estudio: velocidad de transferencia de electrones entre un

clectrodo y la especie a clectrolizar, velocidad de transferencia de masa de la especie a

clectrot

ar y velocidad de reaccion quimica acoplada a la transferencia de electrones.

Con respecto a la velocidad de transferencia de clectrones se puede decir que
“cuando un sistema se encuentra en su potencial de equilibrio, la velocidad de
transferencia de electrones en el proceso de oxidacion y reduccion es la misma:

Ox +ne &= Red

Si.se.perturba este equilibrio imponicndo un potencial diferente al de equilibrio
(E 72 aunque no es necesasiamente Eqq), esta sobrelension (n) provocard que una de fas
velocidades aumente, lo que provaca que aparezea una corriente de electrdlisis que puede
ser positiva si la velocidad de oxidacion predomina o bien negativa si la de reduccion es
la predominante. Si Ia sobretension aplicada para producir un cambio considerable de
corriente cs pequeita, entonces se dice que el sistema se comporta como un

sistema
rapido, por ¢l contrario la imposicion de una sobretension considerable para producir los
efectos antes mencionados es caracteristica de fos sistemas Ientos {Figura 8) (23).

Por lo que respecta a la transferencia de masa puede decirse que ésta se Hleva a
cabo por diferencias en el potencial quimico de las especies y/o por diferencias en ¢l
potencial clectroquimico. Las formas de transporte de masa al clectrodo son por
migracion ionica, por difusion y por conveccion.

18



La migracion ‘idnica es el movimiento de cargas en forma de idnes solvatados

bajo la‘influencia de un campo cléctrico” aplicado. Las mdléculas neutras no se ven
afectadas por este campo. Los idnes positivos se dirigen al cdtodo y los idnes negativos
se dirigen al dnodo,

La difusidn es el transporte de especies en solucion provocado por un gradiente
de concentracion, el cual provoca un movimiento de materia hacia donde csta estd en
menor . concentracion. Este gradiente es formado por la clectrotransformacion en la
interfase del electrodo lo que provoca que la especie electroactiva se mueva del seno de

la solucidn a esta interfase.

La conveccion es el movimiento de capas de selucion hacia el electrodo por
agitacion mecanica externa. Este régimen para que sea reproducible debe de ser laminar
y constante. Las formas habituales de lograr un régimen convectivo constante y
reproducible es por el empleo de clectrodos giratorios o por el goteo libre de mercurio,

En la prictica se busca mantener constante el aporte a la corriente proporcionado
por los procesos de migracion y conveccion. En el primer caso se logra empleando sales
ionicas incrics como soporte del electrolito a utilizarse, y en el segundo caso

manteniendo un régimen convectivo constante. De esta manera iinicamente la corriente




de disfusion es la que se registra como variable dentro del proceso de transferencia de
masa. '

La transferencia de clectrones y la transferencia de masa son procesos inherentes
a la reaccidn electroquimica, La existensia de reacciones quimicas acopladas no siempre
acompaiia a la reaccion electroquimica. Estas reacciones pueden ocurrir entre una especie
quimica y la especic a electrolizar o bien entre una especie quimica y ¢l producto de la
reaccion electroquimica. Estas reacciones se clasifican de acuerdo al orden de los eventos
que ocurren asignando la letra E a la reaccion clectroquimica y la letra C a la reaceion
quimica. La rapidez o reversibilidad de estas reacciones se denota con los subindices r
(reversible o rapida) o i (irreversible o lenta), De las posibles combinaciones sencillas se
pueden obtencr las principales posibilidades de reacciones quimicas acopladas (24,25):

I.- Transferencia de carga rapida simple: E;
X Ox +ne” = Red
1= Transferencia de carga lenta: E;
Ox +ne- = Red ; S ;
“111- Reaccidn quim, reversible precedente a una transferencia rihi(l;\"dc‘clcélrbﬁé'sLC,E,
’ Z &=  Ox d : 5
Ox +ne~ = Red

[V.-"Reaccion quimica reversible preced a una lransfer
Z &= Ox
Ox tne” = Red

V.- Transfenercia de carga ripida precedente a una reaccion quimica reversibl
- Ox +ne” = Red
Red &= Z

VI.- Transferencia de carga ripida precedente a‘una reaccion quimica irreversible: E,C; .
Ox +ne =5 Red EAREE A e
Red = Z X

VI1.- Transferencia de carga ripida precendente a una reaccion quimica catalitica: E.C';
Ox +ne” = Red
Red = Z

VIl Transferencia de carga lenta precedente a una reaccién quimica catalitica: E;C';
Ox+ne” = Red )
Red = 2Z
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Si ‘sc trabaja con micraclectrodos, con electrolitos soporte y con scparaciones
fisicas adecuadas y dentro de un régimen convectivo laminar constante las variables que
se presentan dentro del sistema son:

DA = By~ By (Perturbacion: variable independiente)

Tincdidn = ifunion * drece, quimn. coptaita (Respuesta: variable dependiente)

Las técnicas electroquimicas basadas en las variables anteriores se conocen como
Voltamperométricas y se pueden realizar en dos modalidades: con agitacion conslante
(Voltamiperometria en régimen de difusion convectiva) o sin agitar ( Vollamperometria en
régimen de difusion pura). Los registros que se obtienen se conocen como
voltamperogramas (Curvas | = f(E)). En general los métados en RDC son excelentes en
estudios de clectroandlisis ya que el régimen convectivo es reproducible, Con estos
niétados se pueden estudiar reacciones quimicas acopladas y obtener informacion como:
estequiometria de compuestos de coordinacion, cilculos de constantes quimicas etc... Los
métodos en RDP son excelentes en el estudio de mecanismos cinélicos, mecanismos de
reaccion en quimica orgdnica, bioquimica y quimica de coordinacion principalmente
gracias a que es posible detectar las especics generadas al clectrodo y las etapas en que
esto ocurre, Dentro de las téenicas mis usuales se encuentran (20) (27) (24):

POLAROGRAFIA CLASICA:

La polarografia cs una técnica voltamperométrica que estudia las reacciones
electroquimicas que ocurren sobre un electrodo de trabajo de gota de mercurio, el cual
fluye libremente a través de un tubo capilar. El electrodo goteante de mercurio presenta
ventajas que hacen que sea el mds utilizado dentro de las técnicas electroanaliticas :

- Renovacian continua de la superficic

- Goteo y condiciones reproducibles

- El depdsito de metales no es acumulativo ya que difunden dentro de la gota
- Bs un microelectrodo

- El tiempo de goteo es ajustable segun las necesidades

- Bl dominio de electroactividad catédico (reducciones) es muy amplio
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Las desventajas y limitaciones de cste electrodo son:

trabajo se obtiene del orden de 1x10-4 M.
-'No es posible distinguir dos ondas si se encuentran a menos de 300:m
- El dominio de clectroactividad anddico (oxidaciones) esta Ilmx(ndo po fa ox dam n del
mismo mercurio, :

POLAROGRATFIA DIFERENCIAL DE PULSOS

Esta polarogralia bisicamente tiene las mismas caracteristicas de la polarografia
cldsica. La ventaja principal es su mayor sensibilidad, debido a que la corriente que se
obticne cs una corricnie diferenciada, obtenida de Ia diferencia entre el valor de la
corricnte antes y después de aplicar un pulso de potencial.

VOLTAMPEROMETRIA CON ELECTRODOS GIRATORIOS

Gracias a que la conveccion puede ser utilizada para proporcionar un transporte
de masa constante que no dependa del tiempo, el uso de microelectrodos permite obtener
informacion I/E reproducible y controlable, La ventaja del empleo de microelectrodos
solidos giratorios, estriba en el hecho de la gran gama de materiales con que estos pueden
ser fabricados (Au, Pt, C) lo que proporciona un control sobre el dominio de
electroactividad en que se puede trabajar. Pueden usarse como complemento de la
polarografia ya que esta Gltima no puede emplear valores altos de potencial anddico. Su
principal desventaja ¢s la limpicza del electrodo ya que ficilmente pueden pasivarse por
distinos procesos como son: adsorcion de espeeies en el electrodo, ataque quimico y/o
clectroquimico del electrodo ete..
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VOLTAMPEROMETRIA DE BARRIDO TRIANGULAR

Esta téenica se caracteriza por aplicar un barrido de potencial hasla cierto valor e
inmediatamente regresar al potencial de inicio todo a una velocidad constante gencrando
un ciclo de potencial. Estc lipo de barridos s¢ puede efectuar por un ciclo o por
multiciclos. Esta técnica se efectua en régimen de difusion pura. Cuando el potencial
regresa y al no haber agilacion, las especies producidas al clectrodo son una vez mds
electrolizadas (sistemas reversibles) con lo que tenemos una corriente faradaica de igual
magnitud a la de inicio si el sistema es rapido y no hay reacciones quimicas acopladas.
La determinacion de la rapidez de un sistena es relativamente sencillo por esta téenica
cuando no hay reacciones quimicas acopladas. Pero si las hay, los criterios de Nicholson
y Shain (25) (Figura 9) basados en relaciones matematicas entre ¢l valor de la corriente
de los picos observados, entre ¢ valor de los desplazamientos en el potencial de pico, y
la velocidad de barrido proporcionan los parimetros para distinguir el tipo de reaccion
quimica acoplada que posec nuestro sistema. Las reacciones quimicas acopladas mds
comunes se encucntran previamente descritas (ver pag 20).
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ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DEL
INUROYLEANOL

De las fracciones cluidas con hexano 100% cn la primera columna
cromatrogrifica y mediante recromatografias sucesivas, se logré aislar un producto
amarillo (20 my p.f.°C 180-182), soluble en acctato de etilo, hexanoe ¢ insoluble en
metanol y acetona. El espectro de masas (Figura 10) muestra que ¢l ién molecular se
cncucntra a m/z 346. Iiste peso corresponde a una sustancia con una formula molecular
condensada Cg)H3904. et pico base del espectro es el misimo idn molecular. Ademis se
observan las siguientes sehales importantes en la fragmentacion del producto: 331( M*-
15), 289 (M*-iPr). Las sefiales a m/z de 263, 261, 249, 235 y 207 corresponen a la
fragmentacion de los anillos A y B del praducto, como se propone en el articulo en que
se describe a este producto (28).

MASAS DEL lNUROYLEANOL

FIGURA 10
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En la figura 1] se muestra el espectro de IR del producto aislado. En -el se'

observan los grupos funcionales: alcohol ('!5!6 Lm"), carbonilo de celum

5

bcnclhc'l queht'ld'\ (1620 cm") y mculcno o cnrbumlo hcncillco (1415 Lm")

FIGURA 11

El espectro de RMN 'H (Figura 12) y sus asignaciones {Tabla 2) confirman la
presencia de los grupos funcionales propuestos en ¢l IR, Estin presentes las seiiales para
un fenol quelatado § 13.36 y fenol no quelatado 8§ 5.67, ambas sciiales desaparecen

después de equilibrarse con agua deuterada. Una scfial caracteristica para un grupo
metoxilo aronyitico (29) sc observa en § 3.78. Sc observan las seiiales caracteristicas de

un grupo isopropilo sobre un anillo aromitico. Estos datos apuyan la existencia de un
anillo aromitico en el producto aislado.
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o DATOS DE 1il RMN DEL INUROYLEANOL

TABLA 2
N°DE H's | SENAL |z | HIDROGENO
s b s - Fenal guelatado
» - Fenot
- Metoxilo aromatico
7.2 H-15
Ii=l=14
J=3 H-1ec
“h=19.2
< =4 H-6cc
3i=19.2
‘J2=13.2 H-6ax.
h=13.2
Jr=4 H-5ax
1.38 3 d 72 - | Meitg 16017
-1.38 3 d 7.2 Metilo 16017
1.37 ] s - Metilo 20
0,95 3 s - Metilo 19
0.93 3 s - Metilo 18
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En el espectro de RMN TH se observa un sistema ABX en § 2.66, 2.6 y 1.79, ¢l
cual posce ¢ de acoplamiento mds grandes de lo normal. Un grupo que puede
generar este tipo de sefiales es -CH-CHy- ¢l cual debe estar sin giro libre, esto es,

formando parte de un anillo. Para que este sistema genere cc de acoplamiento tan

grandes como las observadas en cste producto, ¢l metileno debe estar colocado en
- posicion o a un carbonilo. Normalmente 1a Jyoy, es de 12-14 flz pero en este producto es
de 19.2,Ia J5, es de 8-10 Hz y sc observa una de 13.2 y por iltimo Ia Joy we ¥ 10 Jogoee
normalmente son de 2-3 Hz y cn este producto se observa una de 4 Hz. Estas seiiales son
" interacciones caracteristicas entre los bidrogenos del carbon 6 con ¢l hidrogeno del
carbono § en un esqueleto de abictano (30). Cada protén interacciona con otros dos
hidrdgenos y gencran sefiales dobles de doble (dd), pero la forma de estos depende del
valor de la constante de acoplamienlo.

Con la informacion disponible y por consideraciones biogenéticas y
quimiotaxondmicas de la scccion a Ia que pertencee la planta, se propone la siguicnte
parte del esquelcto del producto (Figura 13)

Inlcrcmnbr\bles.
po! 3 o confirmads

FIGURA 13

Entre las. seiiales que se observan en el espectro de RMN H existe una sefial
doble de triples {dt) en § 3.27 debida a ta parte de un sistema ABCD. Esta seiial es
caracteristica de un hidrégeno que estd acoplado con otros tres hidrégenos donde la
primera constante de acoplamicnto es grande {(geminal) y las otras dos son iguales. Un
caso como el anterior se encuentra en un diterpeno con esqueleto de abictano para los
hidrogenos 1 ec y 3 cc, los cuales pertenccen a un sistema -Cly-Ciy- con giro



- rcstrmz,uln. esto.cs, formando parte de un anitlo. Ambos ticnen un 1copla|mcnlo ;,emmal

"“de 14 Hz, un acoplamicnto axial-ecuatorial y un ecuatorial ccuatorial de Hz cﬂda uno.
El desplazamiento quimico de esta sefial solo es explicable para al hldroLcno I ec,. ya que:

- ¢ésle se encuentra dentro de la ‘zona paramagnética o de dcsprolccclo '

n-“del’ 'nmllo
aroimdtico, ademis de 1a presencia de un oxigcno en C I 1 qu acentia este efecto (thum k

* = lniercambiables,
pasicion no confinnada

‘FIGURA 15
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Q‘uednn;por asignar tres metilos (8 0.95, 0.93 y 1.37) y quedan tres: posiciones
para complctar ¢l ‘esqueleto de abietano por lo que se asignan estos metilos a. las

posiciones 18, 19 y 20 del esqueleto de abictano,

El espectro de RMN 13C y los experimentos DEPT (Figura 16) confirman la

* presencia de un carbono de cctona en 8 206.12, seis carbonos sp? totalmente sustituidos

" que corresponden al anillo aromatico, Ires de cllos soportan oxigenos (8 126.10, 152.17,
158.24) y los otros tres no (8 118.38, 138.58, 135.86). En la zona de carbono sp? se
obscrvan 2 sefiales para carbono totalmenie sustituido (8 33.40, 40.33), dos metinos (8
49.64, 26.04), cuatro metilenos (8 36.45, 19.04, 41.14, 35.88), cince metilos (& 20.37,
20.31, 21.55, 33,11, 17.90) y un metoxilo (62.02).

30



- 13C RMN DEL INUROYLEANOL .
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La férmuln mulcculnr propucsta concuerda con los datos pmporcmmdos por lag
kcspculroscopms y se- proponc h mgulente estructura para ¢l producto mslndo deestas . -
,pnmcr'ls fracciones: - {

UCTURA DEL INUROYLEANOL

FIGURA 17

Mediante las. técnicas espectroscopicas con las. que se- cuentan, no se: pudo
confirmar la posicion exacta del grupo fenol no quelatado y el -OMe que se encuentran
sobre el anillo C aromitico, pero se asigné tomando en cuenta que los productos aislados
de plantas de la seccion Tomentellue, en el anilio C presentan orto-hidroxi-para-quinonas
(4). La estructura propuesta corresponde con los datos descritos para cl inuroyleanol
producto descrito en 1975. La posicién relativa de los grupos en el anillo C fué
demostrada por el producto de oxidacion (28).




ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DEL 20-OXO-
INUROYLEANOL

De las fracciones de polatidad 95/5 de hexano/acetato de ctilo, se logrd aislar
mediante recromatografias sucesivas, un producto amarillo, soluble en acetato de etilo,
acclona, insoluble cn metanol y hexano frio de p.f. de 180-182 °C. Ef espectro de masas
de este producto (Figura 18) presenta ¢l idn molecular a mv/z de 360. Este peso molecular
corresponde a una formula condensada CH3g0s. El pico base se genera por la pérdida
de un grupo formilo (M*-29) a una m/z de 331. Ademis resaltan las siguientes sciiales en
cl patron de fragmentacian: 345 (-15), 299 (-McOH), 289 (~iPr),las seiiales a m/z de 263,
261, 249, 235 y 207, corresponden a la fragmentacion del anillo A y B como sc propone
para ¢l inuroyleanol (28).

- MASAS DEL 20-OXO INUROYLEANOL

FIGURA 18




. El espectro de IR se muestra en la figura 19, donde se abservan las;seitales de'los
siguientes grupos funcionales: oxhidrile (3514 cm-!), -aldchido ,(2728, 1713, ety : -
carbonilo bencilico quelatado (1627 cov!) y metileno o carbonilo bencilico (1416 cme!). "

IR DEL 20-OXO-INUROYLEA

SEICATI Alas

FIGURA 19

El espectro de RMN TH (Figura 20) y las asignaciones de éste (Tabla 3)
corroboran los grupos funcionales propuestos en la asignacion de espectro de IR, Este
espectro cs muy similar al obtenido para el inuroylcanol. De los dalos del espectro de IR
se sabe que existe un grupo carbonilo bencilico quclatado. Este grupo podia cstar
quelatando al protén del fenol que se observa a 8 13.25 . La sciial a 8 5.88 integra para
un hidrégeno y desaparece después de equilibrarse con agua deuterada, por lo que fué
asignada a un fenol. La sefial en & 3.8 integra para tres hidrogenos y tiene el
desplazamiento quimico caracteristico (29) de un grupo metoxilo aromitico. De estos
datos se dedujo Ia presencia de un anillo aromdtico en el producto.
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111 RMN DEL, 20-OXO-INUROYLE

FIGURA20 -~
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DATOS DE HI RMN DEL 20-OXO-INUROYLEANOL
TABLA 3

8 prt N°DE H'S | SENAL Juz | HIDROGENO

13.26 ! s - Fenot quelatado
10.09 1 S - Aldehida
5.88 1 s - Fenol
--3.80 3 S - Metoxilo aromitico
Ji=h=14
n . 17 dt 13=3.2 H-tec
7.1 1-15
~Nh=16.9
© =132 | H6ax
1i=16.9
=3 . | HGec
T h=13.2
2 Ja=3 H-5ax
7.1 Metilo 160 17
5 707 [ Metito 16 017
Lor e s - Meiilo 18
0.88 - 3 s - Metilo 19

Otra posicion de! anillo aromitico la ocupa un grupo isopropilo cuyas sefales
caracteristicas (29) sc encuentran dadas por un heptuplete que se observa a 8 3.35,
desplazamiento quimico caracteristico de un proton en posicion bencilica y dos seiales
dobles (8 1.39 y 1.38), esto debido a un posible giro restringido del grupo isopropito.

Existe una sciial fuerte en {R en 1416 em!, esta scfial es caracteristica de
metilenos o carbonilo bencilico. En el espectro de RMN Tl se observa un sisterna ABX
en 8 3.12, 2.71 y 2.15, en ¢l cual las constantes de acoplamiento tienen las mismas
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cnmc\cr‘(»slic'aksr que las que’posce el inuroyleanol,; por 1o’ que ¢l metileno debe estar
colocido en posicion o a un carbonilo. - Estas sciales son acoplamientos caracteristicos
entre los hidrdgenos del metileno. 6 con el hidrégeno del carbono 5 en un esqueleto de
abictano (30).

Entre las sefiales que sc observan en el espectro de RMN 11 existe una sciial
doble de triples (dt) en 8 3.71 dcbida a la parte de un sistema ABCD. Esta seiial se
encuentra ambién en el inuroyleanol y como se menciond pertencee al hidrogeno 1 ec,
pero se observa a (1.44 ppm a campo miis bajo en este producto debido a la desproteccion
del carbonilo det aldehido que hay en 20, ademis de que este se encuentra dentro de la
zona paramagnética o de desproteccion del anillo aromitico, afectado ademds por la
presencia de un oxigeno en C-11 (Figura 14).

Hasta estos momentos los datos que se tienen son los mismos a los
proporcionades por ¢} inuroyleanol. La dnica diferencia que sc observa en ¢l espectro de
RMN tH, es la presencia de una seiial del proton del grupo aldehido (8 10.09) en
lugar de un metilo.
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Faltan por asignar los dos grupos metilo que se observan a 8 1.01 y 0.88 y ¢l
grupo aldehido observado a 8 10.09. Este grupo aldehido podia asignarse sobre C-10 o
sobre C-4 ya sea en posicion o o . Por comparacién del desplazamiento quimico en
RMN 13C del aldehido con un producta descrito (30) ¢l cual tiene un aldehido sobre C-4
con orientacion J3, este tltimo estd a 5 ppm a campo nyis alto que la sefial que se observa,
Al comparar con la nemorona (31), praducto descrito con aldehido en C-20, se observa
que tiene ¢l mismo desplazamiento quimico en RMN H que ol producto que aislado, por
lo que se asigna este grupo sobre C-10.

El espectro de RMN 13C y con la ayuda de los experimentos DEPT (Figura 21) sc
confirma la presencia de un carbono de aldehido en § 200.57, un carbono de cetona
quelatada en § 204.28, scis carbonos sp2 totahmente substituidos (& 112.88, 140,20,
124,02}, tres de ellos soportan oxigenos (8 128.94, 152.88, 158.84). En la zona de
carbonos sp? se observan 2 sefiales para carbonos totalmente substituido (5 33.79, 53.61),
dos metinos (§ 50.82, 25.99), cuatro metilenos (5 30.94, 19.42, 40.77, 34.82), cuatro
metilos (8 dos en 20.24; 21.68, 31.44) y un metoxilo (8 60.05). Las asignaciones para
cada carbono se encuctran ¢n la tabla 8. La formula molecular propuesta concuerda con

los datos espectroscapicos y se propone la siguiente estructura para el producto aistado:

~ ESTRUCTURA DLEL 20-OXO-INUROYLEANOL

OMe

/ .
:I\ .= lnmrumhnblcﬁ,

posicién no confirmada
>/ \

;0_

FIGURA 22
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Estc dllcrpcnn no ha sido dt.scrnn en la lncnlum (19 40, 41), por lo quc sc
propnnc el nombre de 20-oxa-inuroyleanol para cste producto aistado,

Como se observa cn la figura 22 existen dos grupos cuya posicion no esti
confirmada. Para corroborar la propuesta de una orfo-metoxi-para-hidroquinona en el
anillo C, s¢ llevo a cabo la oxidacién con MnOj de este producto para gencrar su
correspondiente orfo-metoxi-para-quinona (Esquema 3) (ver parte experimental).

OXIDACION DE 20-OXO-INUROYLEANOL CON MnO3

OMI:

MnO,

—_—
CHCly
30 min : ST

ESQUEMA 3

Como la reaccion se levd a cabo, sc concluye que la estructura del producto
oxidado - ‘es © I~ orfo-metoxi-para-quinona  del  20-oxo-inuroyleanol,  estructura
ﬁcstcrionncntc confirmada por cstudios espectroscapicos. Por lo tanto - la - estructura
propuesta para el 20-oxo-inuroyleanol es correcta,
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CORROBORACION DE LA ESTRUCTURA DEL
PRODUCTO DE OXIDACION DEL 20-OXO-
INUROYLEANOL

Este producto sc obtuvo como resultado de la oxidacion del 20-oxo-inuroyleanol.
Se obluve un producto naranja (17 mg, p.1."C 87-90), soluble en acelona, acetato de etilo,
insoluble en hexano. El espectro de masas mostrado en la figura 23 presenta ¢l ion
molecular a m/z 358. Estc peso mwlecular corresponde a una formula condensada
Cy1H40s. El pico base estd dado por la pérdida de un grupo formilo (M*-29) y se
encuentra a m/z  329. [l peso molecular concuerda con Ia oxidacion del producto de
materia prima mediante la pérdida de dos hidrogenos. D los siguientes frag
en el espectro de masas a w/z: 330, 319, 261 y 245, )

" MASAS DEL PRODUCTO DE OXIDACION

FIGURA 23
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El especiro dé IR del. produclo_ dé midm’:i(")n s¢ muestra‘ch la 'ﬁ,un 24 y'se’
obscrvan los- sig “gripos funcionales: Aldchido (2728, 1708 emh), mrbomlo de
qumom (1659 cm“) AI compnr’nr cs(c cspcctro con_cl dcl 20-oxo muroylcanol se.

! ‘ap al pcrlcncclenlc a i

una |l 4 qunnmm

2200, - 1ohd, Inen o1 lao Thren
lLJHJEl\.: E = .

FIGURA 24

En el espectro de RMN 1 {Figura 25) se observa Ia pérdida de las dos sefiales de
fenol que se tenian cn la materia prima. Las otras seiiales s¢ conscrvan aunque su
desplazamiento  quimico varia ligeramente dado que se ha llevado a cabo una
transformacion quimica en la molécula lo que modifica el ambiente magnético de ésta. El
cambio mds drislico (AS= 0.79 a campo alto) sc da en el hidrogeno 1 ecuatorial, el cual
queda inmerso en la zona de desproteccion paramagnética det anillo C (ver figura 14). En
este producto tenemos un aniflo quinoideo en lugar de un anillo bencénico, este tltimo
ticne una corriente anular mds fuerte y por fo tanto ¢l efecto paramagnético es mayor.
Las asignaciones para estas sehales se dan en la tabla 4.
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FIGURA 25
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. DATOS DE RMN i DEL PRODUCTO OXIDADO.
ST TABLA 4

Iz HIDROGENO

- Aldehido
- Metoxilo aromdtico
7.1 H-15
Ji=i=13.5
J=3.1 H-1ec
) I1=16.5
dd - 5=15 H-6 ax
N R Ji=16.5
woddy J2=3,1 H-6cc
: Ji=15-
dd. o =3 H-5 ax
: ‘f",Jl’=|3.3

J2Ea=d 4 | M-l ax

1.1 Metilo 160 17

7.1 Metilo 160 17
- Metilo 18
o - | Meaito19

Sc observa una seiial (8 1.32) que pertenece a un sistema ABCD que corresponde
a un triple de dobles (td) que no sc observa en ¢l espectro de la materia prima. Esta sefial
es asignada al hidrégeno 1 ax, ya que interacciona con tres hidrdgenos y debido a que
tiene dos acoplamicntos grandes de igual magnitud, geminal y axial-axial, los que
generan una seiial de triplete el que al interaccionar con el hidrogeno 2 ec se duplica cada
una de las sciiales generando [a sefial observada.
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- 13C RMN DEL COMPUESTO OXIDADO
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El espectro de RMN 13C y los experimentos DEPT (Figura 26) muestran que la
sciial asignada para el carbonilo de cetona (8 195.82) presente en ¢l compuesto original
_ya no estd quclatado, ya que se desplaza a campo mis alto (A8 = 8.46); dos de las sefiales
de carban sp? sin hidragenos se desplazan a campo bajo (8 184.32) y se asignan a los
carbonilos formados en la oxidacion pertenceientes a la para-quinona . Las otras sciales
en el espectro se conscrvan, De o anterior se corrobora que la estructura propuesta para
el producto de la oxidacion del 20-oxo-inuroyleanol debe de ser una orfo-metoxi-para-
quinona {Figura 27) y por lo tanto ia estructura propuesta para ¢l nuevo producto (20-
oxo-inuroyleanol) es correcta,

ESTRUCTURA DEL COMPUESTO OXIDADO

OMe
Oy ’&(L\
./l/\L/% ‘
SN
\

Son

Este producto no $e encuentra descrito en [a literatura y se le propone el nombre
de-7-ceto-12-metoxi-20-oxo-royleanona.
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(-iPr), 215, y 203.

[ ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DEL SUGIOL

|

De las tltimas fracciones eluidas con una mezcla de hexano/acetato de etilo 95/5,
se logro aislar un producto amarillo claro (5 mg p.f.°C 270-272), soluble en acetona,
acetato de ctilo ¢ insoluble en hexano, La espectrometria de masas (Figura 28) permite

observar el ion molecular a m/z 300, Jo que corresponde a una formula condensada

CygH2503. El pico base en este caso estd dado por la pérdida de un metilo (M*-15) 'y a .

m/z_285. Ademis de observan las siguient fiales principal

MASAS DEL SUGIOL

enla fi ion: 243

FIGURA 28
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FIGURA 29

El espectro de RMN 11 (Figura 30) permite observar dos sefiales simples que se
asignan a dos protones aronxiticos (8 7.89, 6.69). Si estos protones se encucntran sobre
un anillo aromitico deben encontrarse en posicidon 1-4, para que de esta manera la
interaccion entre cllos genere un acoplamiento muy pequeiio y parezcan singuletes. Se
observan Ia seiial de un fenol a 8 5.47, que integra para un hidrogeno 1a cual después de
equilibrarse con agua deuterada desaparece, la de un grupo isopropilo unido a un anillo
aromitico (8§ 3.14, 1.28,1.26). La presencia de un sistema ABX de las mismas

caracteristicas que los sistemas antes mencionados, se asigna a los protones 11-5 y 14-6.
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DATOS DE RMN 111 DEL SUGIOL
: TABLA S

L 8 e | epEirs SERALL Juz .| 1pROGEND
) 7.89.5 : LRk - Hidrégeno aromdtico
6.69 - Hidropeno aromatico
5.47. i l‘ - A s - Fenot
34T e 6.8 H-15
A IR I=17.6
273 b dd J=4.8 H-6cc
R I : h=17.6
257 ool Coodd Ja=11.2 | i-6ax
. N=)=13.5
222 ] dt B=3.1 1i-1 e
h=11.2
1.84 | 4dd 12=4.8 H-5 ax
1.28 K d 6.8 Metilo 160 17
1.26 3 d 6.8 Metilo 16 017
1.25 3 s - Metilo 20
0.98 3 s - Metilo 19
0.92 3 s - Metilo 18
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Oftra sciial observable es un dt (8 2.22). Esta seial se asigno al H-1 ec, ¢l cual se
encuentra dentro <e la zona de influencia paramagnética del anillo aromitico, pero el
desplazamicnto es muy diferente a los productos antes descritos, En este producto se
encuentra a campo mis alto que en los otros productos, debido a que ¢l sustituyente de C-
11 en el anillo aromitico afecta la magnitud det paramagnetismo que sufre el 1i-1 ce. En
los praductos anteriores se tenjia un fenol o un carbonilo sobre C-11, grupos que
aumentan considerablemente ¢l efecto paramagnético, pero en este producto tenemos
hidrégene en este carbono, lo que disminuye considerablemente cl efecto paramagnético
que sufre ¢l H-1 ec. Las seiiales mencionadas se observan en los productos anteriores y

son caracteristicas de una sut ia con esqueleto de abictano con ¢l anillo C aromitico.

De esta manera la tnica fornm de colocar a los hidrégenos aromdticos en posicion [-4 es

colocarlos sobre los carbones 11 y 14, dejando fa posicion 12 para ¢l fenol,

El espectro de RMN 13C y con fos experimentos DEPT (Figura 31) sc confirma
la presencia de un carbono de cetona aromatica no quelatada en § 198.58 y por ¢so ¢s que
muestra un desplazamiento de 10 ppm a campo alto con respecto a la cetona presente en
los otros dos productos deseritos; seis carbonos sp2 dos con hidrégenos (8 109.66,
126.29) tres sin hidrogenos (8§ 123.88, 156.25, 133.027) y uno de ellos soportando
oxigeno (8 159.23). En la zona de carbonos sp? se observan 2 sciiales para carbonos sp?
tetrasustituidos (8 33.16, 37.73), dos metinos (S 49,42, 26.59), cuatro metilenos (8 37.74,
18.81, 41.28, 35.96) y cinco metilos (8 22.37, 22,23, 21.27, 32.48, 23.10).
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ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DE LA
COULTIERONA

De las fraceiones cluidas con una mezela 90/10 de hexano/acetato de ctilo, se
aislé un producto amarillo (47 mg p.f. 185-187 °C), soluble en acetona, metanol ¢
insoluble en hexano. La espectrometria de masas (Figura 33) muestra que el idn
molecular se encuentra a. m/z 362, que corresponde a una formula condensada de
Cy1H300s.. El pico basc_tiene una. m/z 223, La primera pérdida corresponde a una
molécula de agua a m/z 344 . Ademas se observan las
fragmentacion del prqduclof,JZ‘) {M-11,0-15),275.

iguicntes sefiales principales en la

MASAS DE LA COULTIERONA

- FIGURA 33
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cspu.lro de'IR de este pmduhm; Dcshcqn las scnalcs de
los” sq,uxcnk.s ‘L,rupns funcioiales: oxhidrilo (360l 3541 cm-l)) c1rbum|u bcuuhco
- :quelatado (161 nlcno o cnrhamlo bcncillcn (l4l7 cm‘l

“La figura 34 muestra ¢

IR DE LA COULTIERONA

0 TR T T E T e
(1153

FIGURA 34

W0

“El espectro de RMN M1 se mucstra en la figura 35 y sus asignaciones en la tabla
6. En el se pucden observar las sefiales de un fenol quelatado (3 12.27), un fenol (8 5.35)
y un alcohol (§ 1.73), estas scfiales intcgran para 1 hidrogeno cada una y desaparecen al
equilibrarse con agua deuterada. Un metoxilo aromitico en 8 3.79 y un grupo isopropilo
unido también a un anillo aromdtico (8 3.35, 1.41, 1.38). La presencia de un sistema
ABX, generado por un grupo -Cil-Cll,-, colocado en la misma posicion que en los
productos anteriores. El metifeno de este sistema debe de estar o carbonilo ya que las
constantes de acoplamiento son, al igual que los otros productos, mis grandes de lo
normal, Esta propuesta se ve apoyada por una sefal intensa en ¢l espectro de IR en 1417
em-! que es generada por un mietilenos o carbonilo beneilico.
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DATOS DE RMN 'l DE LA COULTIERONA

© TABLA G -
Orem | NnE IS | SENAL] Jiz | IDROGENGS
12.27- L s ' - Fenol quelatado
2535 1 S E Fenol
3.79 3 “S : = Metoxilo nl()(llﬁli;:ﬂ :
335 i 7e 68 -|yiis
3.36 1 e 14 [ m0ee
T=1847 [
= Ja=10.2-7 | H-6ax’ 2
idiga |
=g | kb ee
BT SIRTeT
B EOTE T
e s
S h=l=14.8 0
: Sl Ja=4.2 H-lec ™
o W L s - Alcoliol
141 3 4 6.8 ) Metito 16017
1.38 3 d 6.8 Metilo 160 17
=147
119 ] 1d Ja=)a=4.2 | H-lax
0.97 3 s - Metilo 19
0.82 3 s - Metilo 18
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Otra sciinl observable es un dt (8 1.87) que forma parle dewun sistema ABCD y

que pertencce a cf -1 ec. Esta sciial también se encuenta cn los productos anteriores y

como se menciond, forma parte de un anillo. Ademds un 1d (31.19) el cual pcrlchccc al

hidrageno | axial del anillo A. Las sciiales mencionadas, como sc observa en ‘los
.

productos anteriares, son caracteristicas de una in con esquelcto de abi ) con
el anillo C aromitico, pero ademids de estas se observa un sistéma AB en §3.36 y 2.62

(J=14 Hz). Este sistema se debe a Tos protones diastereotopicos del metileno 20, gue debe
formar parte de un anillo y por lo tanto los hidrégenos no son quimicamete equivalentes
y cl ambiente magnético que rodea a cada uno es diferente,

La presencia de un metileno aislado y las seiiales antes mencionadas son

atribuiblea a un diterpeno con esqueleto de icetexano (Figura 1), Esta propuesta cs
apoyada por ¢l desplazamiento quimico tan diferente que presenta la sciial del dt del H-1
ec. En los productos anteriores sc encontraba a § >3, en este caso s encuentra por debajo
de 2 ppm. Esto es debido a que este hidrogeno ya no estd inmerso de la misma manera en
la zona de desproteccion generada por en anillo aramitico y el axigeno del carbono 11,

En un esqueleto de icetexano, la presencia de un anillo de sicte miembros en el anillo B

aleja e anillo aromitico y el oxigeno de C-11 del 11-1 ec, con lo que se explica el
desplazamicnto a campo alto que sufre este hidrogeno en este producto aislado, Este tipo
de esqueletos se han encontrado en otras plantas pertenecientes a la seceion Tomentellue

(4).

£l espectro de RMN 13C y los experimentos DEPT (Figura 36) confirman 1a
presencia de un carbono de cetona quelatada en § 210.63 en ¢l que sc observa que el
quelatamiento es mas fuerte ya que se encuentya a 5 ppin a campo bajo del valor en que
normalmente lo habiamos encontrado, scis carbonos sp2, tres de ellos soportan oxigenos (
8§ 121,10, 150.10, 157.10) y los otros tres no (§ 116,74, 139.53, 127.43), En la zona de
carbonos sp? s¢ observan 2 sefiales para carbono tetrasustituido (8 33.86, 73.74) donde el
ahiimo es una funcién oxigenada, dos metines (5 48.88, 26.06), cinco metilenos (3 38.44,
18.68, 40.65, 40.50, 61.96) cuatro metilos (8 20.59, 20.36, 21.47, 40.37) y un metoxilo
(61.96). '
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ular propucstaconcucrda:con'los da rcionados por las -’

‘La formuta mol
siguicnte estructura; para "¢l ‘producto’aislado  d¢ las -

espectroscopias -y ‘se: propone:la
f;;\ccibndsimenmunad:\ :

Mediante las téenicas espectroscopicas al igual que en los productos antes
descritos, no se pudo confirmar la posicion exacta del grupo fenol no quelatado y el -
OMe que se encuentran sobre el anillo C aromidlico, pero tomando en cuenta que
productos aistados de plantas de la seccion Tomentellae presentan en el anillo C un
sistema orto-hidroxi-para-quinona (4) y que al llevar a cabo la transformacion quimica
del 20-oxo-inuroyleanel, se confirmo la posicion de una orto-metoxi-para-hidroquinona
se decidié asignar el fenol sobre C-11 y el metoxilo sobre C-12 como se muestra en la
figura 37. Este producto no esta descrito y se propone ¢l nombre de coultierona para

designarlo.
El pico base del espectro de masas (n/z=223) puede generarse por la

fragmenlacion propuesta en un estudio de espectrometria de masas de alta resolucion

para el inuroyleanol (Esquema 4) (28).
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FLA COULTIERONA PARA GENERAR EL

ENTACION DE LA COUL
L' DEL ESPECTRO DE MASAS
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ESQUEMA 4

Al comparar los espectros de RMN de 1H del 20-oxo-inuroyleanol, inuroylcanol
y la coultierona, sc abserva que Ja sefial del metilo-19 cambia su desplazamiento quimico
dependiendo del grupo funcional que cxista sobre C-10. Para poder justificar este cambio
en el desplazamiento quimico, se puede pensar en la disposicion de los metilos en estos
productos (Figura 38), Sc observa que ¢l metilo 19 tiene una relacion 1,3 diaxial con ¢l
carbono 20 de tal manera que el substituyente de este altimo afecta ¢l ambiente
magnético de los hidrogenos del metilo. Bl 20-oxe-inuroyleanol, tiene un grupo
carbonilo en C-20 que se encuentra orientado de tal manera que presenta la zona
diamagnética de frente al metilo 19, 1o que protege fudrtemente a los hidrogenos del
metilo 19 que tienen un dezplazamicnto quimica de 0.88 ppm. Esto se hace evidente al

abservar ¢l producto de oxidacion det 20-oxo-inuroyleanol, que tiene la seiial del proton



del '1|dch|do como un duhlc. que se uu.ucnlr'\ ncophdn a Inryl distancia con H- I ax. EI
“inuroyleanal: ticne un mullo sobre . C-10y los hldmx,cum del meétito 19 ‘ticnen un
dczplnzmnlcnlo de: 091 ppm. De esta manera corroboramos el efecto” que tiene - el
susllluycnlc enC- lO p'\r.'\ el dcsplnr\mlcnlo qulmlco del mculo 19.

~ FIGURA38.

Para asignar fa estercoquimica del alcohol terciario que soporta ef carbono-10 en
¢l producto aislado, sc compard con los datos descritos para un icetexano que también
ticne alcohol sobre carbono-10 (salvicanal) (33) pero la estercoquimica de éste no se
encuentra asignada. En un trabajo posterior (34) se deseribe que Ja estercoquimica del
oxhidrilo sobre C-10 es f§ mediante un estudio de difraccion de rayos X. Bl ambicnte
magnético que posce el metilo 19 se propone que sea ¢l mismo en ambos productos por
lo que son vilidas las comparaciones entre estos dos productos. Como se observa en la
figura 38, el grupo funcional que se encuentre sobre ¢l carbono 10 afceta el
desplazamiento quimico del metilo 19, Este metilo en ¢l salvicanol, tiene un
desplazamicnto quimico de (.92 ppm, mientras que en el compuesto aislado es de 0.97
ppm, por lo que se cancluye que el alcohol debe encontrarase en posicion B axial como lo
ilustra la figura 37.

La interaccion que se observa entie C-19 y C-20, provoca gue C-19 se proteja y
su desplazamicnto cn 13C sea a campo mids alto que C-18, fo que permite establecer que
la fusion del anillo A y B es trans. Se observa ademis que este tipo de fusion es Ta misma
para todos los diterpenos mencionados, ya que el desplazamienta quiinico en ¢l espectro
de 13C de fos metilos 18 v 19 se conserva,




[ ELUCIDACION DEL ACIDO HEXACOSANOICO |

De Ias qltimas fracciones eluidas con hexano/acetato de etilo 95/5, se logr6 aislar
un producto blanco (31 mg p.f. 86-88 "C), soluble en hexano caliente. En el espectro de
IR de este producto (Figura 39) se observan los signicntes grupos funcionales: seial
ancha del oxhidrilo de icido, carbonilo de dcido (1710 cur!) y gran cantidad C-H
saturado (2926, 2853 em!).

IR DEL ACIDO HEXACOSANOICO-
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FIGURA 39
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El cspcclroyde RMN 1 (Figura 40y muestra sélo \res scinles: s¢ observa un

metito unido a metileno (8 0,93) ya que tiene la forma de un lriplc(c, sobresale la seiial

" de una cadena lineal dé metilenos en 5.1.25 y por altimo tenemos Ia sclnl en 52.8 de un
metileno unido por un I'\(ln conotro: meliléno y-por cl: atro - con_un c’arbomlu Esns:k '
scnalcs son a(nbulblcs a un jcido graso dc cadena lineal. . :

ACIDOHIEXACOSANOIC

. FIGURA 40

i)A'l‘OS DE RMN HI DEL PRODUCTO P 111,

TABLA 7
5_{'!3[” SENAL | HIDROGENO

Metileno @ carbonilo

2.8 t de dcido de cadena
lineal

L13 s Cadena de nictilenos
Mutifo terminal de Ia

0.93 t cadena lineal

G5



Con’ los dalos antcriores sc propoie un icido graso’de cadena lineal, para saber

'~ cuantos metilenas ticne se recurmia a-la espectrometria de masas (Figura 1),

FIGURA 41

La espectrometria de masas dié una masa molecutar de 396 ua. Sc observa una
fragmentacion donde las pérdidas son de 14 unidades es decir de metilenos. Con los

= _-datos espectroscdpicos, se concluye que este praducto aislado es un dcido graso saturado
lineal de 26 carbonos con férmula molecular Cogllsy0; y masa moleeular de 396 ua
(Figura 42). Este producto se conoce con los nombres de dcido hexacosandico, cerinico o

cerdtico (35).

ACIDO HEXACOSANOICO

Q
CHy-CH,-(CHy),;CHyC-OH

FIGURA 42
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FIGURA 43

D¢ las fracciones de polaridad §0/20 hexano/acetato de etilo, sc aislo un producto
blanco_amorfo, (42 myg p.f. 250-253 “C). Al seguir la separacion, la forma de revelar

to en UV como con sulfito cérico fucron las correspondientes para la mezela de
dcidos triterpéricos ursdlico y oleandlico (Figura 2). La mezcla de dcidos se disolvid y
cristalizd de los disolventes en que debian de presentarse estas propiedades. La
comparacion con una muestra auténtica de esta mezela en cromatografia de placa fina e
iR corrobord que el producto aisladoe es la mezela de deidos (riterpénicos. Bsta mezela de
acidos €5 un producto comim en las Sahvios estudiadas (35) y en algunas se encuentra en
grandes proporciones.
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FIGURA 44

Como se menciond en su momento, se aistaron dos nuevos productos (2 y 5), uno
con ‘esquelcto de ahictano y otro con esquelecto de fcetexano y se generd otro nuevo
mediante una reaccion quimica (3). Las asignaciones de los espectros de RMN 111y 13C
se realizaron con ayuda de los experimentos de HETCOR (Heteronuclear Correlation) y
COLOC (Correlation Long Range Coupling), asignaciones de hidrogeno y carbono-13 de
praductos descritos (36, 37) similares a los que se identificaron y estudios empiricos de-
desplazamicentos quimices para hidrogeno y carbono calculados de tablas (38).

El espeetro HETCOR permitié establecer a que seiial del espectro de RMN 3¢
pertenceen las seiiales que se observan en el espectro de RMN T con lo que se pueden
identificar las sefiales que genera cada uno de los carbonos al correlacionarlos con los
hidrégenos que se encuentran sobre €l Las correlaciones observadas en ¢! espectro
HETCOR del 20-oxo-inuroyleanol (2} (Figura 47) se dan en la tabla 8:
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TABLA 8

CARRBONO DE,
A S DE:

CORRELACIONA CON 1I'S
A S DE; ’

Mectileno, 18.92

No es posible asignar la sefial

2 Metilos, 20.24

(d) 1.385 v (d) 1.381

Metilo, 21.68 (s) 0.88

Metino, 25.99 (7te) 3.35
Metileno, 30.94 W) 371 y () 1.31
Metilo, 31.44 (s) 1.01

Metileno, 34.82

(dd) 3.12 y (dd) 2,71

Metileno, 40.77

Melino, 50.82

(dt) 1.85 y otra no-asignable: =
(dd) 2.15 #

Metilo, 62.05

(s) 3.80

: :'. HETCOR DEL 20-OXO-INUROYLEANOL 50 -




El espectro COLOC permitia- observar las correlaciones que se dan cntre un
carbono e hidrégenos alejados hasta tres ligaduras de distancia, to que permite asignar las
sefiales e carbonos que no tienen hidrogene sobre el, ademids de corroborar las
propuestas hechas. Bsta téenica fue de gran importancia para asignar a’los carbonos
aromiiticos del anillo C dado que estos na poscen hidrogenos, por lo que fucron
importantes los acoplamicntos que tienen a larga distancia con otros grupos funcionales
de Ja molécula. Las correlaciones a larga distancia observadas en el espectro. COLOC
para Yos carbonos sp? del 20-oxo-inuroyleanal (2) (Figura 46) se encueniran e 'la tabla 9: - =

TABLA 9 s
CARBONO DE, | CORRELACIONA CON H'S
ABDE: A S DE:

sp2sin H, 112.88 [ (s) 13.25

sp2 sin b, 124.02 | (s} 5.88

sp2sin 11,152.88 | (s) 5.88 y {s) 3.80

sp2sin 11,128.94 | (d) 1.39y (d) 1.38

| sp2 sin 11, 140.15 | (s) 5.88

Cetona, 204.28 | (dd) 3.12 y (dd) 2:71°

Aldehido, 200.57 | (1d) 1.31
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Para ¢l puulunlo de mulncmn dLI 20 uxo-mumylcuml (3)'sc hulcn las elbulcnlus
cor n.l;\cxoucs cn cl cspcclro de HEI COR (I‘u,urn 417, l"\bh 10)

V(‘ARH()NO l)lu‘ ('()RR[' .A(‘l()NA ('()N s
TASDE: SRS DR

B Metiteno, 1892 | (m) 1.85 y () 2.05
1) Meilos, 20.35 y
~ 2014 [ (d) 118 y (d) 114

Mectilo, 22.54 (s) 0.77

Meting, 24.93 (7te) 3,15

Metilo, 30.80 {s)0.99

Metileno; 31.78 (d1) 2.92 y (1d) 1.32

Metileno, 35.73 (dd) 2.83 y (dd)y 2.51

Metileno,40.13 | (d1) 1.6 y ) 1.32

Meting, 51.60 (dd) 2.04

Metilo, 62.50 (s)3.86

Aldehido, 20028 [ (5)10.13° .
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iy TETCOR DEL PRODUCTO DE OXIDACION
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Las corrclaciont

. oxidacién del 20-

TABLA 11

mui‘nylcnnol (3) (Figura 48) se dan cn latabla.11:

l{s,t}{nyéin obsérvadas en ‘el especiro de COLOC del producio de

CARBONO DE,
ASDE;

CORRELACIONA CON II'S

A 8 DE:

sp2 sin H, 137.58

() L8y (d) 1.14

sp2 sin 11, 155.44

(s) 3.86

Quinona, 184.32

(7€) 3.15

Cetona, 195.82

(dd) 2.51
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Finalmenie P'Il"l la COllllICIIlm (ﬁ) sc observaron las su,uu.nlc.s currclnuoncs en cl
cspcc(ro de HETCOR (Flgurn 49) quc s¢. mucslran en la mbl.l 12

SUTTABLAA2

CARBONO DE, | CORRELACIONA CON H'S
A5 DE: . ASDE: )

Metileno, 18.68 No es posible asignar la seiial
2 Mectilos, 20.59 y
2036 | (d) 141 y(d) 1.38

Metilo, 21.47 (s) 0.82
Metino, 26.06 (7te) 3.35
Metifo, 31.09 (s) 0.97

Metileno, 38.44 (dt) 1.87 y (td) 1.19..

Metileno, 40.37 (d)3.36 y (d) 2.62

Metileno, 40.50 No observado

Metiteno, 40.65 No es posible nsignﬁr la sefial - e

Metino, 48.88 (ddy 1.55

Metilo, 61.96 (s)3.79
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~ HIETCOR D

E LA COULTIERINA

X L
e

.'ﬁCURA 4

spcclro de (OLOC d

c la coulticrina (5) (Figura 50) se obscrv'm las

i "~'sq,u1cnlcs correhcmncs a‘larga distancia (Tabia 13):

TABLA 13

CARBONO DE,
ASDE:

FELACIONA CON II'S
A 8 DE:

sp2 sin i, 116.74

(d) 3.36, (d) 2.62 (s) 12.27

sp2 sin H, 121,10

(d) 3.36 y (d) 2.62

sp2 sin 11,139.54

(d)3.36 y (d) 2.62

sp2 sin 11,150.10 | (s)3.79
| sp2 sin 11,157.09 | (s) 12.27

Cetona, 204.28

(dd) 3.01 y (dd) 1.55
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FIGURA 50

Con los datos proporcionados por estas técnicas espectroscipicas de RMN y
tomando en cuenta los trabajos mencionados sobre datos espectroscopicos de los
productos con esqueletos de abictanos ¢ icetexanos y cileulos de tablas, también se
proponen las asignaciones para los otros dos productos aislados ya descritos, las cuales se

resumen en las siguientes tablas (Tabla 14 y 15),
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ASIGNACIONES DE LOS CARBONOS DE LOS DITERPENOS
ABIETANICOS AISLADOS DE SALVIA COULTERI (Fig. 44)

‘TABLA 14
LCrrbémCom 1 2 3 4 5
! 36.45 30.94 3178 37.74 38.44
2 19.04 19.42 18.92 18.81 18.68
40,77 40.13 41.28 40.65

33,79 33.29 33.16 | 33.86

50.82 51.60 49.42 48.88

34,82 35.73 35.96 40.50

“20428 | 19582 | 19858 | 210.63

112.88 137,58 123.88 116.74

124,02 154.16 156.25 121.10

53.61 52.26 37.73 73.74

140,15 184,32 109.66 139.53

152.88 155,44 159.23 150.10

128.94 131.20 133.02 127.43

g i58.'24 158.84 184.32 126.29 157.10

: 1@6‘04‘ 25.99 24.93 26.59 206.06

g | a0a7 2024 20,35 2237 | 2059
L R 20.24 20.14 22.23 20.36
e 31.44 30.80 32.48 32.09
Ch9 | 2uss 21.68 22,54 2127 | 2147
20 1790 | 20057 | 20028 | 2310 | 4037
OMe | 62.02 60.05 60.50 - 61.96

* = valores intercambiables = no existenle



ASIGNACIONES DE LOS HIDROGENOS DE LOS DITERPENOS
ABIETANICOS AISLADOS DE SALVIA COULTERI (Fig 44)

TABLA 15

I S\Com ~ 1 2 3 4 5
3.27 (d1) 3.71(d0 2,92 (dt) 2.22 (d) 1.87 (dt)
lec [J1=02=3 2=3. H=12=31 J1=32=3.1 [ J1=02=4.2
Ja=14 . 33=13.56 | J3=14.78
1.291 (1) 1.19 (1d)
Lax | 1=3 + =
J2=)3=14
2 + 1.85 (m) cc +
2.05 (m) ax
1.85 (dt) 1.8(d
3ec + I1=12=3.2 +
=14
2.6 (dd) 2,15 (dd) 1.84 (dd) 1.55 ()
Sax. | I1=4 =48 Ji=0
: 12=13.2 J2=11.2 =102
2,66 (dd) 2,51 (dd) 2,73 (dd) 2,63 (d)
Gec =4 11=3.0 n=3.1 J1=4.8 J1=0
J2=19.2 12=16.9 J2=16.5 12=17.6 J2=18.4
1.79 (dd) 312 (ddy 2.83(dd) 2,57 (dd)y | 3.01 (dd)
6ax | J1=132 J1=13.2 =145 =112 n=10.2
32=19.2 12=16.9 12=16.5 12=17.6 J2=18.4
32971} [A35() [R50 [3Me 3357
15 J=12 1=7.1 =71 1=6.8 I=6.8
138 (d) 138 1,18 (d) 128 (d} 141 (d)
I6* =72 =11 1=1.1 )=6.8 3=6.8
1.383 () 1381 () L4 () 1.26 () 138 (d)
| 17 * =12 =11 =11 1768 J=6.8
18 0.95(s) LO1(s) 0.99 (s) 0.92 () 0.97 (s)
19 1,93 (5) 0.88 (s) 0.77 (5) .85 (5) .82 (s)
ax {d) 2.62
20 1L37(s) | W09 (s 1013 (d) 1.25(s) 1=14: ce (d)
J=1 3.36 J=14
-R1 5.67(s) 5.88 (s) - 6.69 (s) 5.35(s)
-R2 13.36 (s) 13.25 (s) - 7.89 (s) 12.27 ()
-R3 378 (s) 1.80 () 3.86.(s) 5.47 (5) 1.79(s)
-C10-00 | - - - - 1,73 (s)
4 = no observable  * = valores intercambiables - = no existente



Los expcrimentos de  polarografia  cldsica que se  realizaron . con la
metilconacytona, permiticron obtener las curvas I/E en las cuales se observan dos ondas
de reduccion, tanto en DMSO (-110 mv, -550 mv} como en EtOH. En cste experimento
se adicionaron cantidades crecicntes de metiteonacytona con lo que se obtuvo la relacion
{=f{cone}, lo que permite demostrar que el proceso electroquimico estd controlado por la:
difusion de la mctilconacytona al electrodo (Figura 51).

C en DMSO do Momconacymna“ o [Ec on DMSO de Memconacytonéu

- 1de pleo 1 va Cone: T etn pica 2vs Conc

ot el o -
! :: AE o8 /
e ‘q 04
L - 1l

3

o .

€05 ool 600015 OBObo? 00005 0DDGI O DM 05 001 0odois 00bo? 00d02 0OLOY O0dYS
===1)
FIGURA 51
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El otro cxpcnmcnm de polarografia fue el que'se "LVD a c1bn con 1a’téenica de

pohrosrnﬁ diferencial de pulsos La rt.snluclon dc csta

nn.n pcrmuc obscrv1r con:

Dp 50 en DMSO de Melllcunm:ytona“ Dp 50 on DMSO do Metilconacytona
. I de pien 1 vs Con 1 ta plca 2 vs Conc.
2 | 18
2 ./
I =
i =
%]
° RN IR T T o0

FIGURA 52
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Con la voltamperometria ciclica se obtuvieron las curvas VE o diferentes
velocidades de barrido. De estos registros (Figura 53) sc obtuvo informacién sobre la
reversibilidad del sistema en estudio, asi como de las posibles reacciones quimicas
acopladas, Se abservan las dos ctapas de reduccién de la metilconacytona asi como sus
respectivas sefiales de oxidacion, EI mismo patrén de las seiiales se abserva en clectrodo
de oro como cn el de mereurio. [l sistema es reversible pero la segunda etapa de
reduccion es mis ripida que la primera ya que se observa una menor sobretension entre
el pico de reduccion y el de oxidacion,

FIGURA 53
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Al aplicar los pardmetros de Nicholson y Shain(25) para determinar si cxiste una
reaccidn quimica acoplada al proceso electrquimico (Figura 9), sc observa (Figura 54) el
‘patrén caracleristico de una reaccion GrCi (reacc. quim. acop. #VI1). La reaccion quimica
acoplada puede estar dada por la protonacién del producto de reduccion de la quinona
con otra metilconacytona no reducida como se propone en un trabajo donde se trabajo
con Ia perezona, producto natural aislado de ciertas varicdadces de Perezia (40) que posee
el imisma sistema clectroquimico de la metitconacytona,

Voltametr{a clclica en mercurio
Meticonncytona mn DMSO
2 - e
= b4 i
e
18
VTR R bk T ®e
g waiitodrats
a en oro
Meillconacytons an DMSO
3 I; //
o
-~
3
o
I L TR L I ) .
= - seacdet it o

FIGURA 54

R3



En la coulombimetria a corricnte impuesta, sc observa Ja desaparicion de fa seiial
voltamperométrica (Figura 55) de la metilconacytona. Con la grifica Q=f(mol
electralizada) se pudo obtener la cantidad de eleetrones intercambiados por cl sistema, la
cual fué de aproximadamente dos. La coloracion de la solucidn paso de amarilio brillante
a un tono morado. La coloracion morada de la solucion se propune (42) que es dada por
la generacion de un fendxido de una metilconacytona no reducida (Figura 67), que picrde
el protén al protonar una metileonacytona reducida, y esta estabililizado por los jones Li*
presentcs.

- - Coulombimetria de metilconacytonan
i EtanoLICIO4  I=10mA

FIGURA 55
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CFIGURA:56

Con los datos abtenidos se propone que el grupo funcional que se estd reduciendo

reversibiemente en la mculcmncylun'\ es la para- qumum del anillo C mediante ¢f
siguiente mecanismo ErCi (Figura 57).

on
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G °>f/
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FIGURA 57




De-los experitientos, realizadoscon [a metilconacytona 'en: DMSO v EtOI1 en
electrodo de oro y mercurio se obtuvo la siguuiente informacion:

a) Se observan dos ondas o dos picos de reduccian, los cuales son atribuibles a la
reduccion del sistema para-quinona, )

b) El proceso de reduccion es reversible, pero la segunda ctapa de reduccion es un
proceso rapido mientras que 1a primera es un proceso lento.

¢) Se demostrd con los parimetros de Nicholson y Shain que existe una reaccion
quimica acoplada al proceso de reduccion, que puede ser 1a autoprotonacidin con otra
metilconacytona.

d} La metilconacytona se comportd de igual manera en DMSO y EtOH asi como
en electrado de oro y mercurio,

¢} De los experimentos de coulombimetria a corriente impuesta se mostro que ¢s
posible seguir ¢l proceso de macroclectrdlisis mediante un sistema voltamperométrico
acoplado a la celda.

) La metilconacytona sufre cambios al realizar una coulombimetria, pero cs
necesario estabilizar el producto generado para poder aislarle, ya que al trabajar el

producto de fa electealisis, se vuelve a generar la metilconacytona,
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El estudio fitoquimico de la .\nlwu wulluu tuvo como resultado. cl '\lsl'lmlcuto de:
un Acido graso de cadena lineat Cag, P sitosterol y los lrncrpcnos cnraclcnsucos cn
Salvi
abictano uno de los cuales no esta descrito en [a literatura y un diterpeno con csquclcto de

s, ficidos triterpénicos (olcanohco y ursélico), trcs dllcrpcnos con esquclclo de
icetexano también nuevo .

Los productos aislados de Salvias estudiadas anteriormente de la seccion
Tomentellae tienen en el anillo C un sistema de orfo-hidroxi-para-quinona, en este caso
los productos aislados son los primeros de la seecion que tienen en ¢l anillo C un sistema .
de orto-metoxi-para-hidroquinona los cuales son potencialmente clectroactivos.

Como ya se menciond, dos de los cuatro dilerpenos aislados son productos no
descritos en la literatura y por lo tanto novedosos. Para el produto 2 se propone ¢l nombre
de 20-oxo-inuroyleanol, para ¢l producto de la oxidacion de este dllimo 3, sc propone el
nombre de 7-ceto-12-metoxi-20-oxo-royleanona y para el producto con esqueleto de
icetexano 5, se propone llamarlo coulticrona.

En basc a los metabolitos secundarios aislados, se correbora la inclusion de la
Salvia conlteri dentro de la seccion Tomentellae del subgénero Calosphace del género

Salvia de la famila Labiatae, propuesta por Epling (9).

Este trabajo ayuda al estudio sistematico del genero Salvia que sc esta realizando
en el Instituto de Quimica de la UNANM.

En este trabajo se logrod establecer la metedologia con la que se levard a cabo el
estudio electroquimico de estos y otros productos naturales potencialmente electroactivos.

Sc lograraron obtener las caracteristicas electroquimicas principales de la
metilconacytona, esta se reduce reversibiemente en dos etapas, con una reaccion quimica
acoplada al proceso clectroquimtico. Para poder aislar el producto de la reduccion de la
mctilconacytona gencrado por coulombimetria, es necesario trabajar con un agente que
pueda estabilizar la orfo-hidroxi-para-hidroguinona que se genera como son Mel o
Me2804.
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PERSPECTIVAS

Ya que se conocen las propiedades clectroquimicas de la metilconacylona es

posible abocarse a aislar el producto de reduccion intentando la macroeleetrd
presencia de distintos agentes metitanies.

Con esta técnica clectroquimica, es posible realizar estudios de productos naturales

potericialniente electroactivos y con cllo praponer y probar rutas alternas dé
transformacion.
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Los equipos empleados para los diversos estudios fueron: para los estudios de
Espectroscopia de Infrarrojo (IR} un equipo Nicolet FT-IR 55X; Especlrascopia de
Resonancia Magnética Nuclear de Ilidrogeno (RMN 'H) 'y Resonancin Magnética
Nuclear de Carbonoe 13 (RMN '*C) equipos Varian, Gemini 200 y VRX-300S. Los
desplazamicntos quimicos descritos estin referidos al TMS para espectros de RMN 111y
a la linea central del COCly en 77 ppm para espectros de RMN 13C; Espectromelria de
Masas (EM) un espectrametro de masas HP Mod. 5985-B CG/MS mediante la téenica de
impacto electronico; Espectrofotometria de Ultravioleta (UV) un equipo Perkin Elmer
552 y Rotacion especifica (Rotacion) un polarimetro Jasco DIP-360; Tos puntos de fusion

s¢ determinardn en un equipo Fisher-Johns y no estin corregidos.

Para el estudio electroquimico se empled un sistema electroquimico polarecord
626 Metrohm con ¢l electrodo de mercurio VA stand 663, un electrodo giratario marca
Metrohm 628-10 y un polarografo de barrido lineal de fabricacion nacional, acoplado a
un registrador X-Y Baush & Lomb Spectronic 2000. La coulombimetria a corriente
impuesta se fleva a cabo en un coulombimetro Metrohm E-211 con un macroelectrodo de
oro de fabricacion nacional. Se utilizaron como disolventes DMSO y EtOH marca Baker
calidad R.A., los cuales fueron sometidos a un proceso de eliminacion de agua (43) y
fucron guardados sobre malla molecular 4 A. Como clectrolito soporte se empled LiCIO,

cl cual fué colocado en la estufa a 100°C para climinar el agua de cristalizacion.

La muestra de Sufvie coulteri fué recolectada en noviembre de 1991 de la
barranca de Tolantongo, que se encuentra ubicada a 15 minutos de Ixmiquilpan en el
estado de Hidalgo (44). Esta muestra se dejé secar al aire y se separaron las partes aéreas
de las raices. Se partié de 360 g de raices que fueron molidas y colocadas dentro de un
matraz erlenmeyer de 3 litros donde se llevaron a cabo las extracciones. Se levaron a

n acatnana v
c astiond y

cabe 3 extracciones de la siguiente manera; se verticron
se dejo macerar por 3 dias, posteriormente se filtrd y concentrd el extracto en un
rotavapor. Los extractos de acetona se juntaron, se llevaron a sequedad y se registro el

peso del extracto, ¢l cual fué de 6.06 g.
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La pllmer'l scp'lrncmn «_ rc:\h?u poruna cromatografia en columna al vacio (45)
enuna columu dc vudrm de IO cm dc dnmctm, cmpnc'uln con silica g,cl Merck 60 G

" A continuacién s muestra ¢l esquema global de la separacion e los productos
(Esquema’5). En el se muestra la polaridad de que fucron obtenidos, la téenica empleada
para -purificarlos, la mezcla de disolventes empleados para recristalizar y lavar, y
reacciones quimicas para comprobar la estructura de productos aislados.
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T ESQUEMA GLOBAL DE SEPARACION
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1NyRovLEANOi

Es(c produclo I‘uc scpnndo du Tas frncc:on S cluuhs con hcuno lOO%, medmnlc :

,msoluhlc cn mct-mol hcxnnu fno l’unto o
% del pcsn scco‘
:de la planta; ‘

20-OXO-INUROYLEANOL::

Sc obtuvo de las primeras fracciones cluidas con una mc7ch licnnd/’lcocl ‘95/5,
. mediante, su recromatografia succsiva, Presenta las sigicntes pmplcd'uk.s crusl1!t.§
amarillos, soluble en acctona caliente, acetato de etilo, hexano; insoluble en.acetona fria,
metanol. Punto de fusion 202-205 °C. Rotacién [0]y= 65.5.-UV. Amax(g): 215 nm
(19000), 273 nm (9680), 365 nm (5568). Sc separaron 55 mg que corresponden a un .
0.0153 % del peso scco de la planta, .

PRODUCTO DE OXIDACION DEL 20-0XO-]NUROYLEANOL:

La oxidacion sc Hevd a cabo con M0y activo el cual antes de llevar a cabo la
oxidacion del 20-oxo-inuroyleanol, se sometié a un proceso de eliminacion de agua
mediante la formacion de un azedtropo con benceno en una trampa Dean-Starks para
aumentar su actividad (47), se secd durante 30 min‘en la estufa a 110°C. La actividad del
Mn0O; se probd con alcohol beneilico,

20 mg del 20-formil-inureyleanol se diselvicron en de cloroformo destilado (15
ml), se agregd MnO, previamente activado (120 mg) y sc agité magnéticamente. La
reaccion se siguid por cromatogratia en capa fina hasta la desaparicion de la materia
prima, lo que ocurrid a los 20 minutos de iniciada la reaccion, Se dejo In mezela de
reaceion 10 minutos mds para permitic que la reaccion se completara, Se separd el
praducto de reaccion del MO, por filtracion en una columna de celita, lavando con
clorofarma destilado. Se obtnvieron 17 mude producto de reaceion (7-ceto-12-meltil-20-
oxo-rayleanona), lo que da un rendimicnto del 85 %. El producto obtenido se recristalizo
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de acctato de ctilo- hc\mnn. Presenta las siguientes propn.dndn.s. Cristales naranjas,

solublt. en acetona, acetato de elilo, mcl:mul, insoluble en hexano, clorure de métileno.

Punto de fusién’ 87-90 "C Rohuon [oe},=4.5. UV Amm(c) 230 am (19819), 265 nm
. (7387), 375 nm (2522)

SUGIOL:

Este praducto se obtuve de las {racciones intermedias eluidas con una mezcla
hexanofacoet - 95/5, Se separd este producto mediante fa filtracion de los cristales
formados en fas paredes del frasco que o contenia y recromatografias sucesivas’ de las
aguas de cristalizacion. Este producto es amarillo claro, soluble en acctona, acetato de
etilo; insoluble en acetona fria, hexano, Punto de fusion 270-272 °C. Sc scpararon 5 my
que corresponde a un 1,38 x 10-3 % del peso seco de la planta.

B-SITOSTEROL

De las aguas madres del producto anterior y por recromatografias sucesivas sc
separd este producto. Tambicn se obtuvo de la purificacion del 20-formil-inuroyleanol.
Es un producto blanco brillante, soluble en acetona, hexano; insoluble en metanol, Punto
de fusion 120-122 °C. Se separaron 23 my que corresponden a un 6.38 x 10-3 % del peso
seco de la planta.

ACIDO LHIEXACOSANOICO

Se purificd de las dltimas fracciones cluidas con una mezela hexanofacoet  95/5
mediante la induccion de la cristalizacion. Posec las siguientes prapiedades: agujas
blancas, soluble en acctona, hexano caliente; insoluble en hexano frio. Punto de fusion
86-88 "C. Se separaron 31 my que corresponden a un 8.61 x 10-3 % del peso seco de la
planta,

95



COULTIERONA

R l'ut, obtcnulo de las frnu.mucs cluidas con un'\ mczcl'\ hcmnn/'lcnct 90/10 y
purlf' cado recrom'\(ogrnr'\s suucswas : lec produc(o cs 'mnnllo, solublc en ucclom. i

o éluid;\' c LZC a hc‘('mo/AcOEt 80/20. Tiene lﬂs sn;,mcnlcs proplc(lmlcs sélido

morfo, oluble en acetona, metanol; insotuble e hexano. Se scpararon 42 my lo

. quc correspondc aun 0.011% del peso scco de la planta,

La otra parte del trabajo consistio en el desarrolio de la téenica experimental con
la que sc llevard a cabo ¢l estudio electroquimico de diversos productos naturales
'pmcn:cinlmcnlc' electroactivos. El producto ‘empleado para montar. esta téenica fué la
metilconacytona { Figura 69), que se aislo en gran cantidad de Safvia anastomosans (30).

Metitconacytona

FIGURA 58

La metifconacytona fué recristalizada de acctona antes de comenzar el estudio
electroquimico. Con clla se realizaton los siguientes experimentos;
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- Pdlafdgmﬁ clisica 'y de pulsos en DMSO y E1OH utilizando como‘cicétrqli(n

sopor(e LICIO4 con ﬂdlCIOHCS z.slnmhr dc mcnlconnuylom mm ;,cncrnr “las’ curvas

= Rconc)

'clcctroqufmlcoe dc, polamgmﬁ y vnlt’unmmmclr
’comn l:\ mmtr'uh en'la ﬁ;,un 59 :

FIGURA 59
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Coulomhlmclrn A comcnte xmpuesla (10 mA) de metilconacytona cn
conct.nlncmn 13 en’ BIOM-LIC104 0.1M..Este experimento fué monitoreado con

ometr [ﬂlcn’fi' i de_difusion puea acoplado a ta celda de

ulonb(mctzo
2: ‘graficador Xy
Jipotenciostato ,
Vn?croe](‘cu'odo de-oro -
‘electrodd’ de.C:en con

6 electrods de’ disco depgrx:otmuento separacb
electmdo de ref crenc:.a

FIGURA60
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