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Abreviaturas utilizadas en las flrmulas:

Rc : acetilo

Bz : benzoilo

Ph : fenilo

ClBz : cloruro de benzoilo

Et : etilo

Los compuestos sintetizados por nosotros llevan numeracifn romana.



INTRODUCC ION

En este trabajo se buscaron las condiciones experi
mentales que permitieran obtener derivedos parcialmente
benzoilados de disachridos por un método que condujera
a la obtencifin de sustancias puras o sin mayores‘reque-
rimientos.para su purificacibn, sin necesidad de reali-
zar varios pasos de proteccibn y desproteccifn de hidro
xilos. Se encontraron as{ las condiciones para obtener
hepte~-0-benzof{l-disachridos con el hidroxilo del carbo-
no 3 de la parte reductora sin benzoilar, y se demostra

ron las estructuras de los compuestos obtenidos.

En el primer capitulo del presente trabajo se reco
pilan las diferentes condiciones de acilacifn, especial
mente de benzoilacifn selective de monosachridos descrip

tas en la literatura.

Las demostraciones de las posiciones de los hidro-
xilos libres en los hepta-0-benzoil-disachridos obteni-
dos por nosotros, se realizaron por metilacifn y poste-
rior hidrblisis. En el segundo cep{tulo se revisan los
antecedentes de las técnicas de metilecifin en el campo

de los hidratos de carbono.

En el tercer capftulo se analizan los resultados
obtenidos por nosotros y se comparan los mismos con los
informados en la literatura pera compuestos similares.
Se postulan las interacciones que explicarian los re-
sultados obtenidos y se analiza la estabilidad de los
grupos 6-0-benzoilo frente & la reaccibn de emonflisis
en el caso de las 6-0-benzofl-sldobiosas, como asi tam
bién la ausencia de N-benzoi{l-aldobiosilaminaes y 1,1-
bis(benzamido)-1l~desoxi-aldobiitoles en el tratamiento
con amonfaco de los hepta-O-ben2o0fl-disacfridos descrip

tos en este trabajo.



CAPITULO I

BENZOILACIONES DE MONOSACARIDOS



(ESTERIFICACIONES DE HIDRATOS DE CARBONO

BENZOILACIONES DE MONOSACARIDOS

Las acilaciones selectivas de hidratos de carbono, sin utilizar gru-
pos protectores, conducen frecuentemente a mezclas de productos. La selec
tividad de la reaccifin depende del agente acilante, de su concentracifin,

de factores estfricos y de la temperatura de reaccifn.

1
En 1898 Einhorn y Hollandt encontresron que lgs grupos hidroxilos pri
marios se benzoilan selectivamente frente a los secundarios, ya que obtuvie
ron el 1,6-di-0-benzoil-manitol (2) al trater manitol (1) con cloruro de

benzoflo (6 moles equivalentes) y piridina.

?HZOH ?HZUBZ
HD?H HU?H
HD?H HOCH

HCOH Cle/piridina= H|0H

H?UH HTUH
CHZUH CHZUBZ
(1) (2)

(1) manitol
(2) 1,6-di-0-benzofl-manitol

2
Brigl y Grliner benzoilaron le 1,2,3-tri-0-benzofl-( ~D-glucosa (3),
con cloruro de benzoilo/piridina y obtuvieron la 1,2,3,6-tetra-0O-benzofl-
(5-D-glucosa (4) con el hidroxilo en C-4 libre.

CHZUH CHZUBZ
0 0
0Bz Bz
082 Cle/plridinq;> 082
HO HO
08z 0Bz
(3) 4)

(3) 1,2,3-tri-0-benzofl-(3 -D-glucosa
— (&) 1,2,3,6-tetra—0-benzoil-(§-D-glucosa



3
Levene y Raymond benzoilaron el metil 2,3-di-O0O-benzofl-@ -D-glucopi
ranfsido (5) y obtuvieron el compuesto (6), confirmendo asi la mayor reac

tividad de los grupos hidroxilo primerios.

GH,0H CH,,082
OCH, OcH,,
HO\J 2 o]
0Bz 0Bz
(5). (6)

(5) metil 2,3-di-0-benzofl-P -D-glucopiranfsido
(6) metil 2,3,6-tri-O-benzofl- P-D-glucopiranbsido

Otros ejemplos descriptos en la literatura sobre benzoilaciones prefe

rencieles de hidroxilos primarios se observeron en los ditioacetales.

4
Brigl y Grliner benzoileron la D-glucosa dietilditioacetal (7) con un
mol de cloruro de benzoflo en presencia de &cido bbrico y obtuvieron el 6-0-

benzofl-D-glucosa dietilditioacetal (8).

Htlz(sczHS)2 HE(SCZHS)Z
HCOH HéUH
HD?H C1Bz/4cido bfrico_ HDéH
H?UH o H|UH
H?UH HEUH
CHZUH HZUBZ
(7) (8

(7) D-glucosa dietilditioacetal
(8) 6-0-benzoil-D-glucosa dietilditioascetal

Lieser vy Schueizer5 obtuvieron los benzoatos en el hidroxilo primario
en un serie de ditioacetales, en ausencia de fcido bbrico y prepararon asi
los siguientes compuestos: 6-0-benzofl-D-glucose dibencilditioacetal, 5-0-
benzoil-L-arabinosa dietilditioacetal y 6-0-benzofl-2-0-metil-D-glucosa
dietilditioecetal. Los mismos éutures5 obtuvieron por benzoilacifn del fe-
nil B-D-glucopiranbsido (9) el éster en el C-6, el fenil 6-0-benzoil-@ -D-
glucopiranbsido (10).

6
Richtmeyer y Yeskel obtuvieron un resultedo iguel al benzQilgy el
o-cresil  -D-glucopirenfsido (11).



CH,,0H CH,082
0
0 Ph oPh
OH — OH
H HO
OH H
(9) (10)

(9) fenil A-D-glucopiranosido
(10) fenil 6-0-benzoil- -D-glucopirendsido

CH,OH GHy CH,08z2 CHs
0
o~ 0~
OH ' i oH
HO \| HO
OH OH
(11) (12)

(11) o-cresil @ -D-glucopirendsido
(12) o-cresil 6-0-benzoil- 3-D-glucopirandsido

5
La benzoilacifn del metil & -D-glucopirandside (13) .con 2 moles de

cloruro de benzoilo en piridina, condujo el 2,6~di-O-benzofl-derivado (14)

con 50% de rendimiento.

HZDH CHZDBz
0 0
OH * OH
HO UCH3 HO U[:H3
OH 08z

(13) (14)
(13) metil o -D-glucopirandsido

(14) metil 2,6-di-0-benzoil- X-D-glucopirandsido.

Benzoilaciones con mayores relaciones molares del agente acilante

conducen a compuestos m&s sustituidos.

7 . . R . .
Compton también habia encontrado que los hidroxilos primarios se es-
terifican preferentemente a lod secundarios y que, de los hidroxilos secun

darios el & al carbonilo, (HO-2), era el més reactivo.

Bollenback vy Parrishs demostraron la mayor reactividad del HO-6 al
realizar transesterificaciones con leurato de metilo, pelmitato de meti-
lo, estearato de metilo y benzoato de metilo, cetalizadas con bases, con
el metil_CX-D-glucopiranésido (13), en cuyos casos obtuvieron el metil

6-0-benzof{l- o -D~-glucopirandsido con rendimientos del 30-40%.



9
Jeanloz y Jeanloz estudisron las diferentes reactividades de los hi-
droxilos secundarios y encontraron que la reactividad dependia del agente

acilente, o sea si era un cloruro o un anhidrido de &cido.

9
Estos autores observaron al acetilar el metil 4,6-0-benciliden-a -D-
glucopiranfisido (15) con enhidrido acftico, gue la mayor parte de la susti

tucibn se produjo en la posicitn 3, en luger de la posicifin 2 como se habia

esperado.

(15)

- (15) metil 4,6-0O-benciliden- &-D-glucopiran6sido

La reaccibn de esterificacibn preferencial del HO-3, respecto al HO-2
en el compuesto (15) con los anhidridos de 4cidos, se confirmf usando anhi
drido benzoico como reactivo. Sin embargo fallaron los intentos de abtener
3-D-p-toluen-sulfonil-derivados empleando anhfdrido p-toluensulffnico solo

0 en presencia de bases.

Jeanloz y Jeanloz9 consideraben que las esterificaciones con cloruros
de &cidos deberfan tenmer luger en el HO-2 en el compuesto (15). Sin embargo
obtuvieron rendimientos bajos del 2-0O-acetil-derivado al acetilar (15) con
cloruro de acetilo, y mejoraron los resultados al reslizar la reaccifin con
anhidrido acético en presencia de clorhidrato de piridina, a temperatura

ambiente.

En la benzoilacibn de (15) con cloruroc de benzof{lo se obtuvo el mejor
rendimiento en el 2-O-benzofl-derivado, iniciando la reaccifin a -lUUC, man

teniendo la reaccibn a 09C y finalmente a temperatura ambiente.

El an8lisis de los rendimientos en los 2,3-di-0-acil-, el 2-0-acil- vy
el 3-0-acil-derivado, permitifé apreciar un rendimiento similar en las con-

diciones de reasccibn indicedas en la Table I 1-2 y respectivamente 3-5.

9

En base a estos resultados los autores postularon que las reactivida

des de los hidroxilos de las posiciones 2 y 3 del compuesto (15) dependian
del nlmero de protones presentes en el medio de reaccibn, ya sea por adi-

cibn externa o porque se liberan en el trenscurso de la misma.

Los Esteres formados resultaron estables en las condiciones de reac-

cibn, lo cual se comprobb, ya gque no se observaraon migréciones del grupo



benzoiloxi del C-2, por accifn de la piridina, ni del grupo acetoxi del

C-3 por accifin del clorhidrato de piridina.

TABLA 1
ACIL-DERIVADOS DEL METIL 4,6-0-BENCILIDEN- O ~D-GLUCOPIRANOSIDO
moles 710 7° % en acil-derivado|% material
Reactivo
reactiv. iniciel | final|2, 3- 2~ 3= de partida
1. (CH,C0),0 1.25 20-30 |20-30| 26 3P 42 7
2. (CHgCO) 50 | 1.10 1 20-30 |20-30] o9 13 25 23
1.10° 50 50 22 12 22 15
3. CHBCUCl 1.25 0 o 23 16 — 3
4. CcHSCOCL 1.25% 0 0 35 24 6 12
(CHBCU)ZU +
Se CGHSN.HCI 1.05 0 20-20 21 30 5 16
tiempo de reeccibn: 1 dfa, excepto que se indigue otro tiempo.
a) tiempo 5 dfas.
b) material crudo.

Jeanloz y Jeanloz’ en sus trabajos sobre acilaciones parciales del me-
til 4,6-0-benciliden- &¢-D-glucopiranfsido (15), concluyeron que en la aceti
lacifin con anhfdrido acftico en piridina, la acilacifn ocurre preferentemen
te sobre el HO-3. Con otros egentes ecilantes, como el cloruro de acetilo,
cloruro de benzoflo, anhf{drido meten-sulfénico y cloruro de p-toluensulfoni
lo, reslizando las reacciones en presencia de piridina, el ataque preferen-
cial es sobre el HO-2. Usendo anh{drido acético en presencia de clorhidrato

de piridina, se obtiene el 2-0-acetil derivado como producto principel.

La mayor reactividad del HO-2 tembién ha sido confirmada por Kondo ™
quien estudif la benzoilacifn parcial del metil 4,6-O-benciliden-a& y P -
glucopiranbsido con anhfidrido benzoico en cloroformo, obteniendo las com-
puestos (16) y (17) con 70% y 19% de rendimiento respectivamente y sflo
trazas del compuesto (18). Estos resultados no concuerdan con los de Jeanloz
.y Jeanloz® quienes con enhfdrido benzofco habfen obtenido principalmente un

benzoeto en la posicibn 3.

El haber obtenido un 70% del compuesto (16) es otrs evidencia de la
mayor reectividad del hidroxilo en el C-2.



0 CH

PhCH OH

OH

(15)

(15)
(16)
(17)
(18)

0
PhCH (16)
OH
0 CH,
0Bz
T————CHZ
C_H.CO) .0 PhCH
( eHs )2 ='< \\\U 082 (17)
UCH3 Cl3CH OCH3
OH
0——CH,
0
PhCH (18)
g \J82 OCH,

\\ 0Bz

metil &4,6-0-benciliden-a& -D-glucopiranfsido

metil &4,6-0-benciliden-2-0-benzo{l-0 -D-glucopiranfisido
metil 4,6-0-benciliden-3-0-benzofl- x-D-glucopiranfsido
metil &4,6-0-benciliden-2,3-di-D-benzofl- ™ -D-glucopiranfisido

Dichos resultados también fueron confirmados por Bollenback vy Parrish®

quienes encontraron en el compuesto (16) una mucho mayor reactividad en el

HO-2, especialmente en benzoileciones realizadas a bajas temperaturas

(-20°C). En reac

bién se observa

Los trabajo

parciel, en piri

ciones de transesterificacifin con benzoato de metilo tam-

esta mayor reactividad en la posicifin 2.

s de Newth" sobre la benzoilacifin y la p-toluensulfonacifin

dina, del 1,5-enhidro-4,6-0-benciliden-D-glucitol (19) in-

dican tembifn que el HO-2 se acila preferentemente.

(19)

0'———'CH2
PhCH
0 OH
OH
(19

1,5-anhidro-4,6-0-benciliden-D-glucitol
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Los resultados obtenidos por Jeanloz y col. sobre la benzoilacibn y
la p-toluensulfonacifn en piridins anhidre, de la l,6-anhidro-  -D-glucopi
ranosa (20), trabajendo con los cloruros de los fGcidos correspondientes,

indican también que el HO-2 es més reactivo que el HO-3.

CH5 0
0
OH
HO
OH
(20)

(20) 1,6-anhidro-® -D-glucopiranosa

Ambos grupos de investigadores coinciden en que la configuracifn del
Stomo de carbono glicosidico influye poco en la sustitucibn preferencial,

en las acilaciones parciales.

En 1967, Williams y Richardson‘atrabajando con 3.1 equivalentes mola-
res de cloruro de benzo{lo, establecieron un orden de reactividad de los
grupos hidroxilos secundarios del metil & -D-glucopiraenfsido y del metil
o(-D-manoﬁiranﬁsido, frente al cloruro de benzoilo. Este orden no necesa-
riamente se cumple con otros agentes acilantes, ya que la selectividad de
la acilecibn var{a con el egente acilante y el tipo de cat8lisis involucra

da a.

! También pera estos autores' el hidroxilo primario de un hidrato de
carbono es mas reactivo frente a agentes esterificantes que los hidroxilos

secundarios.

La mayor reasctividad del HO-2 frente a los otros hidroxilos secunda-
rios de la D-glucosa, con el cloruro de benzoilo, se vib en los trabajos
de Lieser y Schueizer5 y en los trebajos de Williams y Richardsoﬁ"’y fué

14
atribufdo por Sugihara a un efecto activante del centro snomérico.

En el metil 2,6-di-O-benzoil- 0t-D glucopiranbsido (21) el grupo HO-3
experimenta interacciones gauche con los grupos O-benzoflo e hidroxilos
vecinos, y que el HO-4 es adyacente al grupo 5-benzoiloximetilo, que es
muy voluminoso, y a un hidroxilo, y por lo tento estéd estéricemente més

impedido.

Por tribenzoilacibn del metil & -glucopirenfisido (22) se forma el
2,3,6=-tri-0-benzoato (23) con 67% de rendimiento y el isbmeroc 2,4,6-sus-
titufdo (24) con 28% de rendimiento. Estos resultados concuerdan con los
argumentos antes expuestos y por lo tanto el orden de reectividaed de los
grupos hidroxilos secundarios en el compuesto (22) es: HO-2)> HO-3) HO-4.



H,0Bz

OH

HO OCH3

08z
(21)

(21) metil 2,6-di-D-benzoil-cx-D-glucopiranésido

CH,0H CH,0Bz H,08z
3.1 eq. C1Bz
H CH3 piridina
(22) (23) (24)

(22) metil & -D-glucopirandsido
(23) metil 2,3,6-tri-0-benzoil-cX-D-glucopirandsido
(24) metil 2,4,6-tri-0-benzoil-x-D-glucopirandsido

3
En el caso del metil & -D-manopiranfsido (25)1 , la tribenzoilacibn
condujo a la obtencibn del 2,3,6-tri-O-benzoato (26) con 56% de rendimien
to y del 3,6-di-0O-benzoato (27) con 26% de rendimiento.

H CH,0Bz H CH,0Bz

Bz Bz a

(25) metil X -D-manopirandsido
(26) metil 2,3,6-tri-0O-benzoil-X-D-manopirandsido
(27) metil 3,6-di-0-benzoil-o-D-manopirandsido

La obtencibn del 3,6-di-O-benzoato demuestra gque el HO-3 es el més
reactivo de los hidroxilos secundarios en este glicésido, y por lo tanto
la activacidn del HO-2 por el centro snomérico, esté enmascarada per su

desfavorable disposicifin axial'a.

En concordancia con estos resultados Rspinsll y Zweifel15 encontraron
gue el grupo hidroxilo ecuatorisl del C~3 en el metil 4,6-0-etiliden-ot-D-
manopirandsido (28) es sulfonado més répidemente que el grupo hidroxilo
axial del C-2.



(28) metil 4,6-0-etiliden-ox-D-manopirandsido

Por 1o tanto el orden de reactividad de los grupos hidroxilo secunda
rios en el manopiranfsido es HO-3 >HO-2 > HO=4,

Aspinall y Zweifel15, trabejaron ademas con varios derivados de azﬁqg
res, esterificéndolos con derivados de &cidos cerboxflicos y en todos ellos
encontraron que los hidroxilos ecuatoriales son mas répidemente esterifica-
dos que los axiales, hecho éste gue habia sido establecido pera sistemas ti

6
po ciclohexano por Barton1 .

En cuanto al orden de reactividad de los grupos hidroxilo secundarios
del metil-o -D-galactopiranfsido (29) este no puede predecirse en base a
los resultados obtenidos por Williams y Richardson13debido a les baja reac-
tividad de este compuesto frente a la dibenzoilacibn. Sin embargo la altas
selectividad frente a la tribenzoilacifn, que conduce al 2,3,6-tri-0-benzoa
to (30) con 65% de rendimiento, muestre que el HO-4 es el menos reactivo.
Por lo tanto el orden de reactividad de los hidroxilcs secundarios de este
metil glicHsido puede fijarse como: HO-2 y HO-3 D> HO-4.

BHZUH CHZBz
0 0
HO HD
OH (¥ ! 0Bz
3 CHy
OH 08z
(29) (30)

(29) metil X-D-galactopirandsido
(30) metil 2,3,6-tri-0-benzoil-X-D-galactopirandsido

Aspinall y Zueifel‘sencontrarnn en las tosileciones selectivas del me
til 4,6-D-etiliden-X-D-glucopirenfsido y del metil 4,6-0-etiliden-&=D-ma
nopirandsido que el cloruro de p-toluén sulfonilo reacciona preferentemen-
te con el HO-2 en el gluchsido que tiene los hidroxilos de los C-2 y C-3 en
posici6n ecuatorial. Sin considerer la discusifn de ls mayor reactividad
del HO-2, esto implica que en el ceso del menfsido la reactividad preferen
cial del HO-3 se puede explicer por razones estereoquimicas.
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Williams vy Jeanloz' encontraron ademés que el hidroxilo del C-4 en
los metil & - y (3 -galactopiranfsidos es el menos reactivo frente 8 la me-
tilacibne.

El orden de reactividad de los hidroxilos secundarios del C-2 y del
C-3 encontrado por Williams y Jesnloz" coincide con los resultados de
Chittenden y col? . Estos autores trataron el bencil 4,6-0-benciliden- 3 -
D-galactopiranbsido (31) con un equivalente de cloruroc de benzoflo en piri
dina-diclorometanc a 09 y obtuvieron el compuesto (32) como producto prin-
cipal, con rendimientos del orden del 64-78%. Empleando N-benzofl imidazol
como agente acilante selectivo de hidratos de carbono Staab  obtuvo el mis

mo compuesto con rendimientos alin mejores, 89-93%.

0——CH, 0——CH,
0
PRCH OCH,Ph PRCH OCH,Ph
OH 08z
OH OH
(31) (32)

(31) bencil &4,6-0-benciliden-@ -D-galectopirandsido
(32) bencil 4,6-0-benciliden-3-0-benzoil-@ -D-galactopirandsido

Williams y Richardsnn13 descartaron la posibilidad de gue ocurra migra
citin del grupo benzoilo y ejerza un control termodinémico sobre los produc
tos de reaccibn, puesto gque no se observaron isomerizaciones del metil
2,4,6-tri-0-benzof{l-& -D-glucopirenfisido en piridina saturada con clorhi-

drato de piridina, (a temperatura embiente, durente dos dfes).

Reactividades similares de los hidroxilos, & los observados por
Williems y Richardsnn13 , fueron informados por Chalk y colfo durante las
mesilaciones de metil glucopiranfisidos, de metil galactopiranﬁs;dos y de me

til manopirandsidos.

En el caso de pentosas Garegg21 estudif la ascetilacibn parcisl del
bencil 4-O-metil- @-D-xilopiran6sido (33) y encontrd que el grupo HO-2

CH,Ph

OH
H.CD

OH
(33)

(33) bencil 4-0-metil- B -D-xilopirandsido
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era el mAs reactivo, empleando anh{drido acético y scetato de sodio a 100°
(ver Tabla II (a)) mientras gue si el agente ecilente era anhidrido acbti-
co y fcido perclfrico (e), el mhs reactivo resultaba ser el grupo HO-3.
Otros sistemas tales como asnhfdrido ascético y piridina (b), cloruro de ace
tilo y piridina (c) y anh{drido acftico y piridina, conteniendo clorhidra-
to de piridina (d), dieron distribuciones de los grupos acetilo que mostra
ron menor selectividad en ls reaccifin que en los casos extremos mencionados
anteriormente. Los resultados de estas acetilaciones se siguieron por croma

tograffia en columna de sflica y se resumen en la Tabla II.

TABLA II

ACETIL-DERIVADOS DEL BENCIL 4-~0-METIL~ 3 -D-XILOPIRANCSIDO (33)

Medio de reaccifin Relacibn del 2-acetato: 3-acetato
a)lanhidrido acbtico-acetato de sodio 8prox.
b) anhidrido acético-piridina 1,7
c) cloruro de scetilo-piridina 1,1
d) anhidrido acético-piridina-
clorhidrato de piridina aprox. 1 :
e) anhfdrido scftico-bcido percl6rico aprox. 1:

Estos resultados indican que el HO-2 del compuesto (33) se acetilsa
més rapidamente en piridina (b) y en acetato de sodio (a) como cetalizado-
res, y que el HO-3 se scetila preferentemente cuando se usa fAcido perclfri
co (e) como catalizador. Esto esth de acuerdo con lo descripto psra el me-
til &4,6-0-benciliden-& -D-glucopiranbsido vy confirma la suposicifn de los
grupos de investigadores%11 gue es poco probable gque influya le configura-

cibn del ftomo de cerbono glicosfdico en la diferente reactividad.

La diferencie entre el compuesto (33) y los compuestos snteriores,
(15), (19), (29) y (31) en el resultado de las acilaciones puede atribuir-
se a la estructura menos rigida del xilopiranbsido, comparada con las més

rigidas conformaciones de los otros compuestos.

Seglin Garegg21 las acetilaciones parcisles en piridina estén cinética-

mente controladas y durante les mismas no se producen migraciones.

Los resultedos obtenidos por Sivakumaran y Jnneszzen la benzoilacifin
selectiva del bencil &-D-xilopiranfsido (34) y del bencil (3 -L-arabinopi-
ranfsido (37) coinciden con las conclusiones a que llegan Williams y
Richardson'’ . Al benzoiler selectivamente los compuestos (34) y (37), con
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2,2 equiv. molares de cloruro de benzoflo en piridine snhidra e -30° C ob-

CH,Ph CH,Ph

(36)

tuvieron en ambos casos mezclas de productos.

2.2 eq.Cle
piridina

(34) OCH,Fh (35)
(34) bencil ot-D-xilopirandsido
(35) bencil 2,4-di-D-benzoil-cx~D-xilopirsndsido
(36) bencil 2,3-di-O-benzoil-ox- D-xilopirandsido

HO
2.2 eq.ClBz
piridina'>

(37) OCH,Ph (38) OCH,Ph

(37) bencil 3-L-arabinopirandsido
(38) bencil 2,3-di-O-benzofl-(-L-arabinopirandsido

La formacibn del bencil 2,3-di-O0-benzof{l- ( -L-arabinopirsnfsido (38)
que tiene el HO-4 en posicifn axisl en su conformacifn preferida, también
coincide con los trabajos de Williams vy Richardson13 ylde Eliel y Lukach?®
guienes demostraron que la acilacibn de grupos hidroxilo axiales procede
més lentamente gque la de los grupos ecustoriales, y se comprobf también
por dibenzoilacifn selectiva del metil-® -L-arabinopiranfisido que conduce

al 2,3-di-0O-benzoato con mayor rendimiento.

La benzoilacifn del bencil-&-D-xilopiranbsido (34) dif lugsr a una
mezcla de cuatro productos,en la cual se obtiene el 2,4-di-0O-benzoato
(35) como producto principal y el 2,3-di-O-benzoato (36) como secundario,
lo cual era de esperar de acuerdo a los argumentos expuestos por Williams
Y Richardsnn13 para explicsr la prepondersncia del 2,3,6-tri-0O-benzoato so
bre su isbmero 2,4,6-sustitufdo en la benzoilacifn del metil ot-D-glucopi

ranbsido.

El hidroxile del C-3 del bencil 2-0-benzofl-ot-D-xilopiranfsido (LO)
tiene interacciones gauche con un grupo benzof{lo y un grupo hidroxilg,
mientras que el HO-4 es adyacente a un ftomo de hidrbégeno y a un grupo hi
droxilo, y esth estéricamente menos impedido. De modo que el HO-4 es ben-
zoilasdo mhs rapidamente gue el HO-3, causendo una preponderancis del



2,4-di-0-benzoato (35) sobre el isfmero (36).

:; : OCH,Ph  HO :; :UBH Ph
0

< (35) us% (36) 27%
H
HO OCH,Ph
OH
(34)
CH,Ph g OCH,Ph
08z 0Bz
(39) 15% (LD) 9%

(34) bencil K =D-xilopiranbsido

(35) bencil 2,4-di-0-benzoil-OA-D-xilopiranfisido
(36) bencil 2,3-di-0-benzoil-X-D-xilopiranfsido
(29) bencil 2,3,4 tri-O-benzofl-cX-D-xilopiranbsido
(40) bencil 2-0-benzofl-X-D-xilopiranfisido

La posibilidad de gque ocurra migracifn de benzoflos y ejerza un con-
trol termodinfmico sobre los productos de reaccifn se descartf puesto gue
no se produjo isomerizacibn del bencil 2,4 di-U-benzuil—CK-D-xilopiraanl
do (35) a su isbmero (36), ni viceversa, en solucifin de piridine saturada
con clorhidrato de piridina a T9 ambiente durante 24 horsas.

24 . . . .
extendieron sus estudios sobre benzoilsciones

Richardson y Williams
selectivas a 6-desoxi-hexosas, para determinar si la presencis de un gru-
po. metilo en el C-5 influis en la reactividad del HO-4 mbs que la presen-
cia de un grupo hidroximetilo. En los trebsjos de benzoilacifin del metil
cx-D-glucopirandsido13 habfan comprobado que el grupo HO-4 era el menos

reactivo de los grupos alcohflicos secundarics.

La benzoilacifin del metil 6-desoxi-ok-L-galactopirandsido®® (ot -L-fu-
copirandsido) (41) con 2.1 moles de cloruro de benzof{lo en piridina, a
-409C dif lugar al metil 2,3-di-O-benzofl-6-desoxi-¢%-L-gelactopirandsido
(42) con 80% de rendimiento. El compuesto (42) se identificbé por resonan-

cia magnética nuclear.

La benzoilacibn del metil G-desoxi-CK-L—manupiranﬁsidoz‘(CK-L-ramnD-
piranfsico) (43) en igueles condiciones condujo sl metil 2,3-di-0O-benzofl-

6-desoxi-t-L-manopiranbfsido (44) con 50% de rendimiento..
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0 CH
3
H3
2.1 eq. ClBz
HO piridina
OH
(41) (42)

(41) metil 6-desoxi-ox-L-galactopirenésido
(42) metil 2,3-di-O-benzof{l-6-desoxi-cx-L-galactopirandsido

o
HO CH3 DCH3 HO CH3 DCH3
2.1 eg. ClBz
piridina
OH OH 0Bz 0Bz
(43) (L4b)

"(43) metil 6-desoxi-ox-L-manopiranbsido
(44) metil 2,3-di-0-benzoil-6-desoxi-x-L-manopirsnbeido

Estos resultados?! son anblogos a los obtenidos por estos mismos auto-
res” cuando trabajaron con el metil- X-D-galactopiranbsido y con el metil-
& -D-manopiranfisido y por lo tanto parece ser gue la ausencia del HO-6 tie
ne poco o ningln efecto sobre les reactividad del HO-4. Ademfs como en los
hexopiranbsidos el HO-6 es probablemente el primeroc gque se benzofla, la
comparacibn con los 6-desoxi-hexo-piranfsidos representa una comparacifin
de la influencia de un grupo benzof{loximetilo y de un grupo metilo sobre
el HO-4.

Capek vy colfi entre otros, estudiaron les diferente reactividad de los
hidroxilos secundarios del metil 3-acetamido-3,6-didesoxi-X-L-idopirandsi
do (45) frente al cloruro de acetilo/piridina y al anhfdrido scético/piri-
dina como agentes acilantes. Con el cloruro de acetilo obtuvieron ademés
de peracetil aldosas una mezcla 60:40 del derivaedo 2-0-acetilado (46) y el
derivado 4-O-acetilado (47) y con anhidrido acético se obtuvieron estos

compuestos en relacifn 89:11.

En trabajos anteriores estos autores estudiaron ls acetilacifn par-
cial del metil 3-acetamido-3,6-didesoxi-X-L-glucopirendsido, con cloruro
de acetilo y anh{drido sc&tico, en piridina y la desacetilacifn posterior
del 2,L4-di-O0O-acetil derivedo por allming alcalina, con el objeto también
de determinar los factores que influyen en la meyor resctividad de uno de

los dos hidroxilose.
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0 0 0
OCH OCH
CH 5 CH 3 CH VI
NHg 2 J
» NHAC
HO HO Ac NHAc
OH DAc OH
(45) (L6) 47
ClAc/piridins 60 % L0 %
enh. acético _ 89 % 11 %

(45) metil 3-acetamido-3,6-didesoxi-& -L-idopiranfisido

(46) metil 3-acetamido-2-0-acetil-3,6-didesoxi-ok -L-idopiranf
sido -

(47) metil 3-acetamido-4-O0-acetil-3,6-didesoxi-ok-L-idopiran§
sido

Los autores®® también encontraron que por acetilecifn del metil 3-ace
tamido-3,6~didesoxi-ot -L-glucopiranfisidc (48) con cloruro de acetilo/piri
dina se obtenfa el metil 3-acetamido-2,4-di-O-ecetil-3,6-didesoxi-0i-L-glu
copiranfsido (49). Por tratamiento de este Oltimo con allimins bésica
ocurre una desacetilacifin percial, obteniendose un 87% del metil 3~-acetami
do-4-0-acetil-3,6-didesoxi- -L-glucopiranfsido (50) y un 13% del metil
3-acetamido-2-0-acetil-3,6-didesoxi-X -L-glucopiranfisido (51).

La acetilacifin del compuesto (48) con anhidrido acético y piridins,
daba directamente una mezcla de los compuestos (50) y (51) en relacifin
59:41.

Hasta shora se consideraron las reactividades relativas de los grupos
hidroxilo de una molécula de ezlicar, besbndonos para ello en la distribucifn
de productos obtenidos en su reaccifn con un dado reactivo, en determina-
das condiciones. Con estos resultados se obtiene una evsluacifin bastante
sproximada a la reslidad. 5in embargo en reacciones que ocurren en verios

pasos puede conducir a conclusiones completamente errbneas.

Lehrfeld?’ estudif el mecanismo de ascetilacibn parciel del metil &4,6-
O-benciliden-& -D-glucopiranbsido (15) con anhidrido acftico en piridina
anhidra a 250C, y aisl6 el metil 3-0-acetil-4,6-D-benciliden-Ok-D-glucopi
ranbsido (52) como producto principel vy el metil 2-0-acetil-4,6-0-bencili
den- X -D-glucopiranfsido (53) en menor cantided.
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0 0
HO OCH Ac OCH
CH 3 CH 3 4
3 —_— 3 (49)
0
NHAc NHAC
(48)

alﬁmlna bésica

o

NHAc NHACc
(50) (51)

(48) metil 3-acetamido-3,6-didesoxi-ot~-L-glucopiranfisido
(49) metil 3-acetamido-2,4-di-D-acetil-3,6-didesoxi-ex-L-gluco

piranfsido
(50) metil 3-acetamido-4-D-acetil-3,6-didesoxi-ox -L-glucopira-
nbsido
(51) metil 3-scetsmido-2-0-scetil-3,6-didesoxi-o-L-glucopira-
nbsido
U——BH2 O—EH 0 —CH
0 I
PhCH OH ' PhCH oA PhCH -
c
g OCH o NG
3
OH
(15) (52) (53)

(15) -metil &4,6~0-benciliden-o-D-glucopiranfsido
(52) metil 3-D-scetil-4,6-0-benciliden-o=-D-glucopiranésido
(53) metil 2-0-acetil-L4,6-0-benciliden-o -D-glucopiranfsido

Un anélisis superficial indicaria que en el estado inicial de la reac
cibn (15 — 52 y 15 — 53) el hidroxilo del C-3 es mbs reactivo frente al
anhfdrido acftico-piridina que el hidroxilo de C-2. Esta conclusibn, sin

embargo es incorrecta.

En efecto, k'l, k'z, k'3 y k'h son las constantes de velocidad rele-
tiva y los nlmeros son sus vselores experimentales. Le pequefia diferencia
de reactividad de la reaccifn 1 con la 2 no puede por s{ sola explicer la
acumulacifn del producto (52) (que es el que se obtiene como producto prin

cipal). E1 principal factor contribuyente a ello es la marcada disminucifin
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DAc
\92@5 m
oncs  on s2)
o 3N \ / / \ /
(15)
(53)

eh la reactividad del HO-2 en la reaccifn 3. Le velocidad de la reaccifn 3
es 1/6 de la de la reaccifin 4. La sustitucién de un grupo scetilo en 0-3

disminuye marcadamente la reactivided del hidroxilec vecinal (HO-2). Cuando
el HO-2 es similarmente sustitufdo con un acetilo le reactividad del hidro

xilo vecinal (HD-3) aumenta ligeramente.

En este ejemplo se observa que la reactividad de un grupo hidroxilo
en una molécula de azlicer puede cambiar durante el curso de una reaccifin de
varias etapas. Consecuentemente, cualquier conclusibn acerca de reactivida-
des, basada Unicamente en los rendimientos de los productos aislados, puede
resultar errfnea. Generalizaciones teles como que el HO-2 de un hidrato de
carbono es mhs resctivo que el HO-3, deben ser determinadas no sflo por el
reactivo y solvente usados, sino tembién por el grado y tipo de sustitucién

2
gque va teniendo lugar en la molécula.

13
Williams y Richardson indicaron gque se deben considerar también los
puentes de hiqrbgeno, entre los muchos factores gue pueden influir en la

velocidad de benzoilacifin.

Buck vy colfa efectuaron correlaciones entre la velocidad de esterifi-
cacibn en piridins y las uniones hidrfgeno intramoleculares, en tetracloru
ro de carbuno; y Pimentel y Mc. Clellen’’ consideraron gue no era probable
que persistiera la unifin hidrbgeno intramoleculsr en piridina, ya que éste
es un solvente gque forma fuertes uniones hidrfgeno intermoleculares con
los alcoholes. Si la unifin hidrégeno con la piridina se encuentra estérica
mente impedida en el estado de transicifin, puede adquirir importancia la

uni6n intramolecular con un aceptor spropisdamente ubicedo.

Los resultedos de Williems y Richardsnnn , los de Aspinsll y Zueifelﬂ
y los de Jeanloz vy Jeanlozsopermiten generalizer que en aldosas y en aldb
sidos el HD-2 es méas reectivo que los otros hidroxilos secunderios. La
configuracifn del centro enomérico influye en tales reacciones. Asf por
ejemplo el metil 4,6-0-benciliden-&X ~D-glucopiranfsido (15) reacciona con
el bencil-tiocloroformiato 3,32 para der el éster en el C-2 (15') mientras



18

gue el anfimero ﬁ» da principelmente el diester en los C-2 vy c-3.

0 CH,
0
PhCH | I
o \¢" OCH,
OH C-5-CH,Ph
(15) (15') DO

(15) metil 4,6-0-benciliden-o-D-glucopiranfisido
(15') metil 4,6-0-benciliden-2-benciltioformil-& -D~gluco-
piranfsido

5,7,14
Estos resultados concuerdan con los de otros sutores™ /.

Abbas vy Haines® encontraron gue el cianuro de benzoilo es altamente
selectivo como agente benzoilante de hidratos de carbono. Asi la mono ben-
zoilacifbn del metil &,6-0-benciliden-oX -D-manopiranfisido (54) con 1 equiva
lente de cianuro de benzoflo en acetonitrilo, en presencia de cantidades
cataliticas de trimetilemina, conduce al 2-O-benzoato (55) y al 3-0-benzoa
to (56) en relacifn 7:3, mientras que con N-benzofl imidazol(considerado
un agente acilante altamente selectivo) se obtenf{a una relacibn 1l:1 de es
tos benzoatos. Parece ser gque esta baja selectividad se debe & que el imi
dazol formado durante la acilacitn es capaz de cetalizar una facil migra-
cibn del éster entre los dos grupos hidroxilo en cis, que lleva a una mez

cla de equilibrio 1:1 del 2-O-benzoato (55) y del 3-0O-benzoato (56).

En cambio en la monabenzoilacifbn del metil &4,6-D-benciliden- oX-D-glu-
copiranfsido (15) con N-benzofl— imidszol, Abbas y Haines® observaron gue
la migraci6n de acilos es mucho mis lenta y el metil 4,6-0-benciliden-2-0-

benzofl- &-D-glucopirantisido (16) se forma bajo control cinético.

Un agente acilsnte gue reaccione en un solvente neutro, no hidroxf{li-
co, con produccifén de un &cido débil, disminuir{a ls posibilidad de migra-
cifn del éster, subsiguiente & la acilacibn, y el cienuro de benzoilo rel-

. . a3
ne estas condiciones .

En algunos casos los puentes de hidrfgeno permiten explicer el aumen-
to de reactividad de ciertos grupos hidroxilo frente s le esterificacifin.
Por ejemplo el 1:4,3:6-di-anhidro-D-glucitol (57) es preferencialmente ben-
zoilado en el grupo hidroxilo endo del C-5 usando cloruro de benzoflo en
piridins, mientras gue con N-benzo{l imidazol o con cianuro de benzof{lo
no hubo sprecisble selectivided por ninguno de los grupos hidroxileo, y
precisamente el hidroxilo endo del C-5, relativasmente impedido, es el gue
forma uniones de hidrfgeno mbs fuertes en solucifn dilufda en tetracloruro

de carbono.
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D-——’CH2
0
H
PRE_Now 820
0 UCH3
(55)
0
Phc{ pez O
0 OCH4
(56)

a) cianuro de benzoflo (55): (56) = 7:1

b) N-benzofl imidazol (55) : (56) = l:1

(54) metil 4,6-0-benciliden-cX -0-manopiranbsido

(55) metil 4,6-0-benciliden-2-D-benzofil- X~D-manopiranbsido
(56) metil 4,6-D-benciliden-3-0-benzoil-&-D-manopiranbisido

(57)
(57) 1l:4,3:6-di-anhidro-D-glucitol

Esta explicacibn se basa en que los iones acil piridinium son los

agentes acilantes efectivos en reacciones que involucran cloruros de aci

RCU+N/ \ RSU;N/ \

do en piridina, y que las interacciones poleres, especialmente entre &to-
mos de oxigeno cepeces de actuar como sceptores en la unifin puente de H,

y el nitrbgeno cargedo positivemente,serfian los responsables de que el
agente acilante se aproximara mbs al hidroxilo y aumentars su reactividad.
En cembio el N-benzofl imidazol y el cianuro de benzoflo carecen de un
atomo con una carga positiva formal y no producen un incremento de resc-
tividad del hidroxilo de C-5, del compuesto (57). La selectividad que pre
sentan el N-benzofl imidazol y el cianuro de benzoflo es el resultado de
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factores estéricos y/o electrbnicos.

Hiinig vy weidmanns‘cnmpararon el cloruro de benzo{lo-trietilamina, el
cloruro de benzoflo-piridina y el N-benzofl-imidazol como reactivos benzoi
lantes selectivos para un cierto nlmero de metil 4,6-0-benciliden-D-hexopi
ranbsidos: ok -D-gluco, & -D-meno, o -D-slo, ol-D-altroy (3 -D-glucao.

Los resultados se egrupan en la Tabla III.

TABLA III

Comparacifin de productos benzoiledos formedos por acilaciones con diferen-
tes reactivos .

% del compuesto obtenido con el
Metil-4,6-0-ben- reactivo acjlante
ciliden-hexopiranbsidos N-benzoil trietilemina: | piridina: Rs
imidazol cloruro de cloruro de
benzo{lo benzof{lo
Ok -D-gluca (R) 12 30 12 0.18
?2-benzoato (A1) LL(78) 60 24 0.65
3-benzoato (A2) 33 S 6 0.55
2,3-dibenz. (A3) 11 5 35 0.75
X -D-mano (B) 24 16 0.20
2-benzoato (B1) . 53 70 0.63
3-benzoato (B2) 0.52
2,3-dibenz. (B3) 23 12 0.76
Ol =D-alo (C) 20 6L 0.23
2-benzosto (C1) L6 26 0.69
3-benzoato (C2) 19 S 0.58
2,3-dibenz. (C3) 15 5 0.78
XK -D-altro (D) 23 20 18 0.20
2-benzoato (D1) 53(44) 62 19 0.63
3~-benzoato (D2) 2(1) 2 20 0.52
2,3-dibenz. (D3) 22 16 33 .75
 =D~gluco (E) 23 36 0.15
2-benzoato (E1) 26 12 0.60
3-benzoato (E2) L2 L3 0.L6
2,3-dibenz. (E3) 9 9 0.76

De estos resultados se deduce que le piridine es une base mucho-menos

selectiva para tales esterificeciones que los otros dos reactivos.
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Repeticiones de las benzoilaciones con N-benzofl-imidazol por Carey y
Hodgsonssy por Holder y Fraser Reidubrodujernn resultados sflo parcialmen-
te reproducibles. Asi Carey vy Hodgson® obtuvieron el compuesto A1 (Tabla
I1I) con 78% de rendimiento en lugar de 44% como informan HOnig y weidmann3®
y Holder y Fraser Reidai en la benzoilacifn en pequefia escala del compues-
to D (Tabla III) obtuvieron el 2-D-benzoato (D1) como Gnico producto y tra
bajando en una escals 4,5 veces mayor obtuvieron 44% del mismo (D1) y menos

del 1% del 3-0-benzoato (D2).

Comparando los resultedos obtenidos con N-benzofl-imidazol y con clo-
ruro de benzof{lo-trietilamina que figuran en la Tabls III vemos gue:
-- con N-benzofl imidazol el compuesto (A) de configuracibn &-D-gluco pro
duce cantidades del 3-benzoato (R2) cuys propofciﬁn aumenta al aumentar el
tiempo de reaccifn, lo cual se debe, al menos en parte, a la migracibn de

benzoflos.

-- E1 derivado de configuracifn &-D-mano (B) conduce con ambos reactivos

a una mezcla siruposa de 2-0O-benzoato (B1) y 3-0O-benzoato (B2).

-- En el compuesto de configuracin X -D-elo (C) se observa un aumento ni
tidn de reactividad del hidroxilo del C-2 frente al hidroxilo del C-3 cuan
do se lleva a cabo ‘la reaccifn con cloruro de benzonf{lo-trietilamina, en
cambio en el compuesto (E) de configuracién (3 -D-gluco, con este mismo
agente acilante, se obtiene preferentemente el 3-0-benzoato (E2) al igual

que ocurrfa con N-benzofl-imidazol.

-~ La reaccifin del resctivo trietilamina-cloruro de benzof{lo sobre el deri
vado de configuracifn (-D-altro (D) dif resultados simileres a los obte-
nidos con N-benzo{l-imidazol, pero mostrf una selectividad alin mayor por

el isBmero 2-benzoilado (D1).

Los autores concluyen que el cloruro de benzoflo-trietilamina es tan
bueno, si no mejor, gue el N-benzoil-imidazol como egente benzoilante se-

lectivo de grupos hidroxilo.

La benzoilacibn selectiva del HO-2 de la metil &4,6-0-benciliden-o{-D-
glucopiranbsido con N-benzofl-imidazol con 78% de rendimiento tambifn fué

37
descripts por Box y col. .

Brigl y Mﬂhlschlegelaatambién observaron la influencis de la base
presente, ya gue al benzoilar la D-glucosa dietilditioacetal (7) con clo-
ruro de benzoilo (6 moles) en piridine obtuvieron una mezcls de tetrs-O0-
benzoato (58) y pents-0-benzoeto (59) . Cuando utilizeron 10 moles de
cloruro de benzoilo obtuvieron principelmente el penta-0O-benzoeto (59).
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En cambio cuando benzoilaron con cloruro de benzoilo en solucifn de HONa

10% obtuvieron principalmente el tetra-O-benzoil derivado (58).

Hl':(sczﬂs)2
HCOH
HD#H
H?UH
HII:(SC?_HS)2 H?DH HE(SCZHS)Z
H?UH Cl1Bz/HONa CH,O0H  C1 iridina H|UBz
BZ?H 10 eqs BzD?H
H?UBZ (7) H?UBZ
H?DBZ H?UBz
CH,082 CH, 08z
(58) (59)

- (7) D-glucosa dietilditioacetal
(58) 3,4,5,6-tetra-0-benzoil-D-glucoss dietilditioacetal
(59) 2,3,4,5,6-penta-0-benzofl-D-glucosa dietilditioacetal

En toda la discusibfn enterior no se ha considerado el efecto electrf-
nico del grupo benzofilo y &ste no puede predecirse sin conocer el mecanis-

mo de benzoilacibn.

El efecto atractor de electrones de un grupo éster puede esperarse
gue disminuya la dispohibilidad del par de electrones sin compartir del
grupo hidroxilo, y esto podrfa disminuir la velocidad de reaccifn, si el

paso determinante involucra el ataque nucleoffilico del alcohol sobre el

agente acilante:

R Ph Ph

R
\": > AN =0 —* \d’— E— o
H//// X ~ }1/’// i

Esto _seria contrarioc a unas sugerencies previe de gque un éster vecinal
activa el grupo hidroxilnssy podrfs llevar a concluir que el HO-2 serfa
desactivedo por el efecto atractor de electrones del centro anomérico. Es
evidente gue no es posible evaluar estos efectos con los datos obtenidos

hasta ahora y que se reqguerirén estudios mfhs detallados.

Para obtener derivados totaelmente benzoilasdos se usaron generalmente
relaciones de nlmeros de hidroxilos esterificebles a cloruroc de benzoilo de

1:1 haste 1:7.
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Fischer y Freudenberg‘oen 1912 benzoileren la D-glucoss (60) con clo-
ruro de benzoilo en guinolina y con cloroformo como solvente y obtuvieron

con 67 % de rendimiento la 1,2,3,4,6-pente-0-benzoil- 3 -D-glucosa (61).

HoOH H,08z
’ OH 0 08z
5,5 eq. Cle’
HO OH guinolina/Cl,CH 820 08z
OH 0Bz
(60) (61)

(60) D-glucosa
(61)._1,2,3,b,6—penta-ﬂ-benznil—(3-D-glucnpirannsa.
41
Schmidt y col. benzoilaron el metil &-D-glucopirsnbsido (22) con
una relacibn 1:7 de cloruro de benzo{lo, en presencia de hidrbxido de sodio
y obtuvieron el metil 2,3,4,6-tetra-0-benzoil- X-D-glucopiranbsido (62) con

76% de rendimiento.

CH,, O CH,082
0
7 eq. ClBz
OH > 0Bz
HO OCH HONa Bz0 OCH,
OH 0Bz
(22) (62)

(22) metil X-D-glucopiranfisido
(62) metil 2,3,4,6-tetra-0-benzoil- KR-D-glucopiranbsido

Udén‘zpreparﬁ derivedos totalmente aciledos con cloruros de benzoflo
"para" sustituidos, utilizando quinolina como base y cloroformo como spl-
vente. Empleando 1.3 veces la cantidad de cloruro de acilo por hidroxilo,
obtuvo productos totalmente acilados de monosachridos al mantener la mez-

cla de reaccifn 4 a 6 dias entre 40 y 60°C, segln el azlcar utilizado.

Zinner vy cols’ observaron en ls benzoilacibn de la 2-desoxi-D-ribosa
(63) diferentes productos, segln las condiciones de reaccifn. Utilizando
6 moles de cloruro de benzofilo por mol de azlcar y reelizando ls reaccifin
8 -10° con piridina como base, obtuvieron 21% de tri-O-benzo{l-2-desoxi-
A -D-ribopiranosa (64) y 32% de tri—U-benzoil-Z-desoxi—l3—D—ribopiranosa,
(65) utilizando 2-desoxi-D-ribosa en forma de jarsbe. La misma reaccibn

llevada 8 cabo con 2-desoxi-D-ribosa cristalina conduce a un 41% del

anfmero 3@ (65).
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Utilizando igual relacibn de resctivos pero realizando la reaccibn
durante 3 minutos a 110° y enfriando luego a 20° se obtuvo un 12% de la
tri-0-benzoil-2-desoxi- A-D-ribofurancsa (66), con un recrdenamiento de
la estructura piranfisica a la furanbfsica por el calentamiento en medio

basico .

0 o
Bz
CH=0
' H
HEH Bz0 0Bz Bz0
HCOH
HéDH 6 eg. ClBz _ oz H 0Bz H
[ piridina
CH,OH
2
(63) (64) (65)

(63) 2-desoxi-D-ribosa
(64) 1,3,4-tri-O-benzof{l-2-desoxi~o-D-ribopiranosa
(65) 1,3,b=tri-0-benzoi{l-2-desoxi~ (3-D-ribopiraenosa

B8z0CH, 0

0Bz
0Bz H

(66)
(66) 1,2,5=-tri-0O-benzoil-2-desoxi-X-D-ribofurancsa

En estos casos se obtlenen productos totalmente benzoilados, pero
las condiciones de reaccibn, calentamiento o no, influyen en los produc-

tos obtenidos.

La influencia de la base usada y de la presencia de solventes surge
de la comparacibn de diferentes trabajos. Las primeras publicaciones des
criben casi exclusivamente 1a utilizacifn de hidr6xido de sodio en medioc
acuoso (método de Schotten Baumann) y se obtienen mezclas de productos
benzoilados y rendimientos bajos. Actualmente predomina el uso de bases
orgénicas, especialmente piridina, cuyo uso en la benzoilecibén de la D-
glucosa 1o describen Levene y Meyef“ . Anteriormente se utilizaba la qui

‘m‘zpero no hay datos que indiquen la ventaja de una de las dos

nolina
bases para la sintesis de derivados aciledos de hidratos de carbono, a
no ser el menor precio de la piridine y su solubilidad en agua en cual-
quier proporcifn, lo cusl permite une mbs fhcil eliminecibn de la misma

de la mezcla de resccifin.
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Las reacciones con hidrfxido de sodio como base, condiciones de
Schotten-Baumann, dan mezclas de productos y en genersel bajos rendimientos.
Las reacciones con bases orgfnicas conducen a benzoilaciones totales y me

jores rendimientos.

El solvente usado, si se requiere de tel, es en la mayorfa de los ca
sos el cloroformo y tiene por finalidad reslizar la reaccifin en un medio
homogéneo. En el caso de usar piridina en exceso, la funcifin de la misma

es en parte la de solvente.

Benzoilaciones en presencia de otras bases orgénicas, como trietila-
mina, o diciclohexiletilamina, 1,4-diazabiciclo-(2,2,2)--hexano (DABCOD),
1,8-diazabiciclo(5,4,0)undec~-7-eno (DBU), Lt-dimetileminopiridina, colidi
na y 1,8-bis(dimetilamino)-naeftalenc fueron descriptas por HUning vy

3‘, quienes también informan los diferentes solventes utilizados

Weidmann
con resultados similares, como cloroformo, 1,4-dioxana, acetato de etilo,

acetona y acetonitrilo. .

De los resultados experimentales agrupados hasta aquf se establece la
mayor reactividad de los hidroxilos primarios sobre los secundarios. Entre
los hidroxilos secunderios los ecuatoriales son mfs reasctivos que los axia

les y el orden de reactividad de los mismos estf indicado en la Tabla IV.

TABLA IV

Reectividad relativa de los hidroxilos secunderios en anillos piranfisicos,
frente a la benzoilacifn con cloruro de benzofla/piridina

Configuracifin reactividad relativa de
los hidroxilos secundarios

D-gluco 2 >3 >4
D-mano 3>224
D-galacto 2y 3 >4
D-alo 2> 3
D-altro 22 3
L-arabino 2y3>4

D-xilo 22 4L >3
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De los resultados experimentales se deduce que se deben tener en cuen
ta una serie de parfmetros para tratar de interpretar les acilaciones y
especialmente las benzoilaciones selectivas de monosecfridos; tales como:
el mecanismo de la scilacifin, el agente acilante, la catflisis involucreads,
la configuracifn anomérica, el entorno estérico de los grupos hidroxilo,
las uniones hidrégeno, el temsfio del ciclo, ls conformacifn de la molécula

v la relacifn molar del agente acilante.



CAPITULO II

METIL ETERES DE HIDRATOS DE CARBONOD
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 METIL ETERES DE HIDRATOS DE CARBOND

Los éteres, particularmente los metil &teres, ocupan un importante
luger en la quimica de los hidratos de carbono. Los O-metil &teres son muy
frecuentemente utilizados para la determinacibn de le estructura de monosa
chridos, disachridos, oligosachridos y polisachridos, ya que la estabili-
dad de la unibn éter provee un medio eficiente pera determinar la posicifn
de grupos hidroxilo libres y no son afectados por condiciones drésticas de
temperatura, acidez, alcalinidad, oxidecibn o reduccifin. Por otra parte,
los O-metil éteres pueden ser purificados Fécilmenfe por cristalizacién,
destilacifn al vacfo o cromatograf{a. La obtencifin relativemente ffcil de
compuestos de referencia, facilita la ceracterizacifn de estos derivados

de azlicares por cromatografia en fase geseosa.

Se agrupan a continuacibn los procedimientos de metilacibn mbs usua-

les:

I.- El método de Haworth® utiliza sulfaeto de metilo, hidréxido de sodio

en medio acuoso, como egente metilante. Presenta el inconveniente de
un estricto control de la temperaturs pera evitar alteraciones del hi
drato de carbono y la frecuente necesidad de repetir el procedimiento
para conseguir una metilacibn totsl, sobre todo en el caso de oligo-

y polisacfridos.

II.- E1l método de Purdi e emplea ioduro de metilo en presencis de 6xido de

plata. Este mktodo no puede ser usado en medio acuoso y requiere gene
ralmente que el hidroxilo hemiacet&lico del azlcar sea protegido de
la accibn oxidativa del 6xido de plata, transforméndolo previamente
en el correspondiente glicbsido. Por este técnicas también suelen ser

necesarias varias remetilaciones para obtener una metilaecifn total.

Kuhn vy colaboradores*’ incorporaron la N,N-dimetilformamida a la
mezcla de reaccifin, obteniendo resultados mhs satisfactorios debido a
gue se obtuvieron metilaciones totales de monosachridos, en un solo
paso. Estos mismos asutores tambifn reemplazaron ventajosemente el hi
dr6bxido de plata por hidr6xido de bario®.

III.-E1l metodo gg_Muskat“ es una adaptacifin de la sintesis de Eteres ce

williamson. Musket usb® ioduros de metilo con alcoholatos de sodio o de
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potasio de hidratos de carbono, obtenidos por la accifn de estos me-
tales sobre el azlicar disuelto en amonlaco 1fgquido. Este método es

una aplicacibn del descripto por Schmidt y colab.’ , para la formacifin
de alcoholatos alcalinos disueltos o suspendidos en amonfiaco liquido,

seguido del clfsico método de Williamson®! pare la alquilacibn de al-

coholes.
2 R-OH + 2 Na —_— 2 R-ONa + H2
R-ONa + ICH3 - s R-UCH3 + INa

Los métodos tradicionales de Purdie e Irvine‘s, de Haworth® y de
Muska't‘9 en general requieren remetilaciones consecutivas para lograr la ete
rificacibn de todos los grupos hidroxilo del hidrato de carbono. Por esta
razbn se introdujeron modificaciones a los mismos. Una de las primeras mo

52

dificaciones fue la introducida por Menzies y Fear quienes utilizaron

ioduro de metilo e hidr6xido talioso para metilar azlceres no protegidos.

Kuhn y col>? en 1955 emplearon ioduro de metilo y 6xido de plata en
N,N-dimetilformamida como solvente, pars permetilar solanina, tomatina y
fructosa. Tambibn permetilaron sacarosa, en una operacifin Gnica, trabajan
do a 20°Ccon ioduro de metilo vy 6xido de plata en N,N-dimetilformamida. E1
empleo de la N,N-dimetilformamide resultb muy conveniente por ;a alts solu
bilidad de los azlicares en este solvente y la lente mutarrotescién que en

€l ocurre.

Posteriormente, en 1958, Kuhn vy col.‘a reemplazaron el 6xido de plata
por 6xido de bario y/o hidrbxido de bario en N,N-dimetilformamida como
solvente en 1la metilacibn del etil 2-acetamid0&2—desuxi—f%-D-glucupiraanl
do (67)y obtuvieron el etil 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-0O-metil-f -D-

glucopiranbsido (68) con buen rendimiento.

CH,OH CH,OCH
0
Et
H ICH, R
HO 0Ba o (HD),Ba
NHAc DMF NHAc
(67) (68)

(67) etil 2-acetamido-2-desoxi-@ -D-glucopiranbsido

(68) etil 2-ascetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-0-metil-fp -D-glucopira
nbsido
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Kuhn vy Trischmann®® utilizaron iodurc de metilo y 6xido de bario para
permetilar ezlcares y oligosacéridos en une solae etape, en N,N-dimetilfor

mamida como solventee.

wWallenfels vy col.’ emplearon dimetilsulfbxido como solvente para meti
lar pululanos (un polisacarido de la Pullularia pullulans) y dextranos con
ioduro de metilo y bxido de plata. Anteriormente habfan utilizado ioduro
de metilo y/o hidrbxido de berio en mezclas de N,N-dimetilformamida/dimetil
sulfbxido (1:1). La metilaecibn de centidades superiores a 20 gr. de sustra
to en dimetilsulfbxido puro no era conveniente, dado que la reaccifin se
haci{a demasiado violenta. En estos casos resultf conveniente disolver la
sustancia en dimetilsulfbxido y luego asgregar N,N-dimetilformamida hasta
una relacifin de 1:1. Se logra asf que las sustaencias queden en solucibn vy
que la reaccifin proceda nuevamente. Por otra parte el dimetilsulfbfxido fun
de a lB,?DC y por lo tanto no puede ser usado en metilaciones con sulfato

de dimetilo sin diluir, ya que estas reacciones se llevan a cabo a 00852

En 1963 Kuhn y Trischmann®® permetilaron mesoinositol con sulfato de
dimetilo y 6xido de bario y/o hidrfxido de bario usando como solvente
N,N-dimetilformamida o una mezcla de N,N-dimetilformaemida y dimetilsulff
xido y probaron que el sulfeto de dimetilo era mucho mbs conveniente gque
el ioduro de metilo cuando se trabajaba en estos solventes. Asimismo es-
tos autores reemplazaron ventajosamente el 6xido de plata por el 6xido de
bario y/o hidr6xilo de bario pués evitaban la formacibn de complejos en
el medio de reaccifn heterogéneo y las deshidrogenaciones producidas por
el 6xido de plata‘®

Estos mismos autores®®

realizaron permeti;aciones de lactosa trabe-
jando a temperaturas gque variaban entre o° y 20°¢ y con baches de 50 mgs.

hasta 20 gr., obteniendo rendimientos aceptables.

WWallenfels vy colss, metilaron totelmente y el pullulano, traténdolo
primero con sulfato de dimetilo e hidr6xido de bario en medio acuoso y pos

teriormente con icduro de metilo y 6xido de bario en dimetilsulfbxido.

57
Lemal y col. metilaron el hidroxilo terciario del metil 4-0-acetil-
micarfsido (69) con ioduro de metilo e hidruro de sodio en tetrahidrofura

no, y obtuvieron el metil 3-0-metil-4-0O-acetil-micarfsido (70).

La metilacifn con icduro de metiloc e hidruro de sodio en benceno o
en tetrahidrofurano tambifn fuf empleada por Haines y Symes” para obtener
derivados parcialmente metilados de ramnosé, con rendimientos del 80%, vy
mas adelante por Kovéc vy Hirschsgpara sintetizar los metil 2,L4-di-0O-metil

y 3,4-di-O-metil-D-xilopiraenfisidos.
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C OH OCH
% OAc Ig 3DAc

ICH,,HNa

v

HE o~ M3 THF HCO g7 B3

(69) (70)

(69) metil 4L-O-acetil-micarbsido
(70) metil 3-0-metil-4-0-acetil-micarfsido

Anderson vy Cree®® empleando ioduro de metilo e hidruro de sodio en di-
metilsul féxido como solvente, lograron la metilaci6n de &cidos urbnicos,

aislados de la Acacia Nubica (Benth.), sin necesidad de remetilaciones su
cesivase.

Kefurt vy Kefurtova®' prepararon metil éteres del metil 4,6-didesoxi-
& -D-xilohexo-piranfsido y del metil-4,6-didesoxi-A -L-xilopiranfsido em-
pleando ioduro de metilo e hidrféxido de sodio en polvo, en N,N-dimetilfor

mamida.

Una técnica similar habia sido empleada por Hekomori®? para metilar
glicoproteinas y polisachridos neutros. Luego este método fué extendido a
la metilacifin de mono y disachridos, empleendo como solventes N,N-dimetil
formamida y N-metil-2-pirrolidona, e incluso adaptado para la butilacibn,
octilacifin y alilacifn de hidratos de carbono, empleando en estos {iltimos
casos tetrahidrofuranc como solvente. As{ se logrf la alilacifin completa
de sacarosa en un solo paso, mientras que los otros procedimientos reque

rfan tratamientos repetitivos.

Hellerquist vy col®® metilaron el pustulano en dimetilsulfbxido por
tratamiento con metilsulfinil cerbanifn y luego con iodurc de metilo vy

lograron as{ una metilacibn total del polisachridao.

Bose vy Soniu emplearon ioduro de metilo y 6xido de aluminio anhidro
en las metilaciones de D-galactosa, celobiocsa y 6-0-(3-D-gélactopiranosil-
D-galactosa, en N,N-dimetilformamida. Los resultados de estas metilacio-
nes fueron comparados con los obtenidos empleando el resctivo de Purdie
en N,N-dimetilformamida (modificacifn de Kuhn y Bredereck® ). Los azlicares
neutros, galactosa y celobiosa,fueron completamente metilados en una ope-
racifn con el nuevo reactivo y los rendimientos del producto metilado fue
ron entre 15% y 20% mayores que los obtenidos por el metodo de Purdie mo-
diFicamfsy se evitaron productos secundarios provenientes del efecto oxi-
dante del 6xido de plata, dado gque en ese medio de reaccibn el 6xido de



aluminio no presenta carhcter oxidante.

Se observh adembs que la metilacibn total del fcido eldobiBnico, que
no era posible con el reactivo de Purdie en N,N-dimetilformamida, se com-

pletaba en 36 horas empleando ioduro de metilo y 6xido de aluminio en

N,N-dimetilformamida.

La preparacibn de hidratos de carbono parcialmente metilados se rea
liza bloqueando selectivamente los grupos hidroxilo, con sustituyentes es
tables a las condiciones usadas en la metilacifin. Para este propbsito pue
de usarse la formacifn de acetales ciclicos o la formacifn de Esteres de
fcidos carbox{licos. 5i bien estos Gltimos se pueden obtener facilmente,
no son muy Gtiles para este propbsito debido a su gran sensibilidad fren-
te a los flcalis, lo que produce frecuentemente migraciones de grupos aci
10% afin en las condiciones débilmente bfsicas del mftodo de Purdie'® .

En la metilacibn del 2-acetamido-3,4-di-O-benzofl-2-desoxi-ct -D-mano
piranfsido con ioduro de metilo y 6xido de plata y posterior hidrblisis
alcalina, Nasir-ud-Din vy col ' obtuvieron el metil-2-acetamido-2-desoxi-
6-0-metil-ot -D-manopiranfisido con 37% de rendimiento. Comprobaron ademfs
gue al metilar en estas condiciones el metil 2-acetamido-4-0-benzoil 2-
desoxi-X-D-manopiranfsido ocurria, sunque en bajs proporcibn, migracifin
del grupo benzoflo del C-4 al C-6.

Se evitan estas migraciones utilizando diazometano como agente meti

lante.

El diazometano metila preferentemente grupos hidroxiloc acidicos, de
modo que los alcoholes neutros son mucho menos reactivos que los fenoles

y los fcidos carboxf{licos.

El diazometano fué descubierto por H. Von Pechmann"en 1894 gl tra-
tar nitroso-metil-benzamida, nitroso-metil-uretanoc o derivados nitrosados
de 1la metilamina con &lcalis, pero ya Franchimont en 1890% 10 habfa des
cripto, aunque apafentemente no habria continuaedo los trabajos en Esta
1fnea. Von Pechmann®® obtuvo el diazometano puro, como un gas amarillo,
inodoro y sumamente tfxico. Para disminuir la posibilidad de intoxica-
ciones continuaron sus estudios trabajando con solucibn éterea de diazo

metano.

En 1914, Geake y Nierenstein’™ utilizaron diazometano en solucifn
éterea para metilar casefna, sin que se produjere la hidrflisis de la

proteina. Trabajeban en la oscuridad y con tiempos muy largos (4 meses).
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Meerwein y Hinz"' estudiaron la influencia del solvente y de distin-
tos tipos de catalizadores en las metilaciones de alcoholes con diazometa-
no. Estos autores comprobaron que los resultados eran mucho més satisfacto
rios si no se usaba éter como solvente y se burbujeaba directamente el dia

-

zometano a través del compuesto a metilar.

Utilizando diferentes catalizadores metilaron n-butanol, isopropanol
y n-propanol. Tratando n-butanol con diazometano en presencia de cloruro
de zinc, cloruro de magnesio o cloruro férrico anhidros obtuvieron el corres

pondiente n-butil-metil-fter con rendimientos entre el 25 y 30%.

4 CiZn,Cl.Fe CH,-~CH,-CH,-CH -U-CH3

> 3 727272
o Cl. Mg

2
25-30%
CHB-CHZ-CHZ-CHZUH + CHZNZ{

CHB-(CHZ)BU Ai CHB-CHZ-CHZ-CHZ-U-CH3

\
83%

- Estos mismos autores obtuvieron mejores rendimientos en la sintesis de
metil alquil éteres mediante el empleo de catalizadores bfsicos. Asi la me-
tilacibn del n-butanol con butbxido de aluminio como catalizador condujo al
butil-metil-&ter con 83% de rendimiento; y la metilacifin del isopropanol en

idénticas condiciones dib 77% del metil-isopropil-Eéter.

Con borato de etilo como cetelizedor y alcohol etfilico, los autores’'

obtuvieron etil-metil-éter con 24,7% de rendimiento y en estas condiciones

no se logrB la metilascibn de otros alcoholes.

En 1958, Caserio y colabzh73 metilaron grupos hidroxilo slcohblicos
en presencia de cantidades cataliticas de &cido fluor-blrico. Los métil
éteres de alcoholes primarios y secundarios no impedidos se obtuvieron ;é
pidamente con rendimientos del 84 8l 98%, empleando diazometano disuelto
en éter etflico o dicloro metanoc a 0-25Cy en presencia de 0.006 a 0.08
moles de &cido fluorbfBrico. Los alcoholes secundarios moderadamente impe-
didos y los terciarios reaccionan més lentamente y los rendimientos son
menores, observlndose ademfs la formacifn de polimetileno, alin trabajan-

do & temperaturas bajas para minimizar su formacifin.

Las experiencias comparativas, realizadas con alcoholes butilicos
isomféricos, indicaron que los rendimientos son menores a medida que aumen
ta el impedimento estérico (primario, secundario, terciario) lo cual indicsa
que las metilaciones, con este catflisis 6cida, tiene un slto grado de

selectividad estérica.
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El &Bcido fluorbbrico resultfé tembitn un catalizador efectivo para la

metilacibn con diazometano de moléculas que contienen grupos lébiles.

Simultaneamente con estos trabajos MUller y Rundel’ metilaron el hi-
droxilo del @ -colestanol con 70-80 % de rendimiento y de otros alcoholes
primarios y secundarios, empleendo diazometano en solucifn de éter absolu
to y en presencia de trifluoruro de boro-eterato como catalizador. Este
cetalizador ya habfa sido empleado por Neuman vy Beal™ para obtener ot -alco
xicetonas a partir de diazocetonas. Estos mismos autores obtuvieron con
buen rendimiento & -alcoxicetonas, sl tratar diazoacetofenona con alcoho-

les en presencia de trifluoruro de boro eterato.

0

1
C-CHN,, + ROH _F5B:0Ety C-CH OR + N,

(71) (72)

(71) diazoacetofencna R=algquilo

(72) X -alcoxicetona

El diazometeno es un agente'metilante suave y en general con €l no
se logran metilaciones totales de mecromolécules como polisabéridns. Por
ésto su uso es limitado, en ls determinacifin de estructuras de estos hi-
dratos de carbono. 5chmid7sy Head'' encontraron due la celulosa de elgodfn

era apenas metilade por tratamiento con diazometano.

Nierenstein’ obtuvo una metil celulosa con 1.5 - 4.2 % de metoxilo
empleando polvo de cobre como catalizador en la metilacibn directa de ce
lulosa con diazometano.

" encontraron gue la metilacifin es ripida hasta un 20%

Hough y Jones
de metoxilo y es catelizeda por la presencia de asgua o metanol. Segln es
tos autores, con condiciones adecuadas,serf{a posible la metilacibn totsal
y alin cuando €sto no se logre los productos de metilacibn parcial dan
buena informacifin en la determinacibn de estructuraes de compuestos gue
contienen grupos l&biles a los otros agentes metilaentes,como son los &ci
dos nucleicos, las glicoprotei{nas u otros derivados de hidretos de carbo

NOe.

En la literetura se mencionan verlos de los catallzadores usados pas
ra la metilacifn con diaszometano, teles como cobre en polvon y boro amor
ra% .

Micheel y Michaelia"cumprobaron le influencie de una espétula meth
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lica como inductora de la reaccifn en la metilecifn de la 1-fluor-N-tosil-

3,4,6-tri-0-acetil- @ -D-glucosamina en solucifin metanblica.

Se han utilizado distintos solventes para llevar s cabo las metilacig

nes con diazometeno en fase homogénea.

Haworth y Porter® utilizeron dioxanao; Kuhn y Baer® metilaron la N-ace
til-D-glucosamina disuelta en agua-metanol a 0% empleando diaszometano di-
suelto en &ter y obtuvieron Gnicamente el metil glichsido. Bonner® empleb
una solucifin bencénica de diazometano para metiler le 2,3,4,6 tetre-O-ace-

til- @ -D-manosa disuelta en cloroformo.

El diaszometano se representa mejor por las estructuras de resonancia

siguientes: (+Xﬁ) (=)(+)
[BH2=N=N: — : CHZ-NEN::'

(I
Los fcidos carboxflicos son suficientemente acidicos para transferir
un protbn al grupo metileno y dar una sal de metildiazonio (II). E1l ataque
nucleofflico por el i6n carboxilato al catifn metil-diazonio produce el me
til éster (III) con desprendimiento de nitrégeno molecular, cuyas estabili-

dad facilita su formacifin.

‘0 =) @ T (- @
R-C:0:H + CHZ-NEN: — R-C:0: + CHjtysN —_—
(1D
0
I
R-C—UCH3 + N2
(II1)

La reaccifn de esterificacifin ocurre espontfneamente cusndo la solu-
cibn eterea de diazometano se agrega e otra del 4cido carbox{lico, y se
obtiene el metil &ster. La persistencia del color amarillo debido a la pre
sencia de un exceso de diazometano y el cese del desprendimiento de nitrf
geno, indican que el &cido ha reaccionado completamente. E1 hidrbfgeno de
los grupos alcohflicos no es suficientémente acf{dico como para formar el
i6n metildiazonio (II) y por ello la metilacifn directa de los alcoholes
con diazometano se produce con malos rendimientos. 51 esta reaccifn es ca
talizada con trifluoruro de boro eterato, conduce a la formacifn de metil
éteres con rendimientos aceptables del 60-80 %.

La molécula de éter del complejo trifluoruro de boro eterato (IV) es

desplazada por elexceso de alcohol, formBndose un nuevo complejo (V) donde



el oxigeno del alcohol ha cedido un par de electrones al ftomo de boro del
trifluoruroc de boro. Este nuevo complejo se comporta como un &cido fuerte
debido a que el oxfgeno, 8l adquirir une cerge positiva, facilite la salida
del protfn unido a El. Este protbn se une al grupo metileno de una de las
estructuras de resonancia del diazometeno (I), y &l former el catifin metil
diazonio (II) produce un grupo 18bil (el catifbn metilo) debido a que la for
macifn de nitrbBgeno molecular, de gran estebilidad, facilita la ruptura de

la unibn metilo-nitrbgeno.

-) .F. ) /Et !-' . Et ) .ﬁ H (€Y
FeB:ol o« tBiRE el + F:B:0:R
F Et Et F
(1v) v
-0 ) @ R0 @
:B:F + iCHy-NEN  — | F : B F  + CHy=N=N
F F
) (D l (II)
L)
R $0: CH
F i ES
» 82 F + N2
F

Esta reaccifin tiene lugar a temperatura ambiente y, debido al equili-
brio entre el alcohol y el éter, complejado con el trifluoruro de boro, sf
lo se requieren cantidades tataliticas de trifluoruro de boro.

La accibn catalftica del trifluoruro de boro tambifn puede interpretar

se de la siguiente manera:

F:B:F + R:O0:¢:H = F:B:IF + R0 :CHy
F

£l diazometano ha sido empleado, en el campo de los hidratos de carbo-

s pectinasas, y otros poli-

no, para la esterificacifbn de &cidos urbnicos
meros y, en menor extensifn, para la formacifn de metil glicbsidos. E1 hi-
droxile hemiacetflico del C-1 es mfs fcido que los demls hidroxilos de la
molécula y reacciona con este reactivo. No obstente como la acidéz es me-
nor que la del hidrbgeno del grupo carboxflico, la conversifn en el metil-

éter no es especifica ni se produce con buenos rendimientos.
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Haworth y Porter® obtuvieron un 20% del metil glicfsido (74) por meti

lacibn de 2,3 §5,6-dicarbonato de D-manofuranosa (73).

0 — 00—
/ Hy / CH,
_ 0=C 0=C |
No_oH g No——cH o
CHoNo
/8\ H,on _CHoN2 | & OOythocw,
(73) (74)

(73) 2,34 5,6-dicarbonato de D-manofuranosa
(74) metil D-manofuranfisido 2,3 4 5,6~dicarbonato

Kuhn y Baer™ metilaron la 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa (75)
disuelta en metanol con dos tratamientos sucesivos con solucifin etérea de
diazometano y obtuvieron el metil 2-acetamido-2-desoxi- f -D-glucopiranfsi
do (76) con 40% de rendimiento junto con trazas del anfmero oK y otros

productos no identificadose.

CH,,OH CH, O
0 °\ ocH
maon  CHaNa ’
HD OH CHBUH H OH
NHAC NHAC
(75) (76)

(75) 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa
(76) metil 2-acetamido-2-desoxi- B -D-glucopiranfsido

Este resultado indica que el hidroxilo hemiacetflico, a pesar de su

mayor acidéz, no da lugar a la metilacibn con rendimientos satisfactorios.

Bonner® extendif la reaccitn de la 2,3,4,6 tetra-U-acetil-l3-D-mannql
ranosa y luego de 72 horas obtuvo el metil 2,3,4,6 tetra-O-acetil-f~D-mano
piranﬁsido con 15% de rendimiento, resultado que coincide con lo encontra-
do por Haworth y Porterazy Kuhn vy Baeraérespecto de los bajos rendimientos,
aln en los casos en que el hidroxilo del C-1 esté disponible para la meti-

lacibn.

»

Micheel y Michaelis® metilaron el grupo emida del fluoruro de 3,4,6
tri-D-aceti1-2-p-toluénsulfamid0-2-desoxi-(5-D-glucopiranosilo (77). Esta
metilacibn estfs favorecids por el efecto inductivo del grupo p-toluénsulﬁg

nilico que confiere carfcter fcido 81 grupo amino.
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H,0AC CH,0AC
O\ ¢ O F
CH, N,
Aco \JAc | g RcO gAc
HN_SUZ@ CH, CHBN-—SUZ—@_CHB
(77) (78)

(77) fluoruro de 3,4,6-tri-O-acetil-2-p-toluensulfamido-2-desoxi-
 -D-glucopiranosilo

(78) fluoruro de 3,4,6-tri-O-acetil-2-(N-metil)-p-toluensulfemi-
do-2-desoxi- 3 -D~glucopiranosilo.

Schmidt y Hrafta70bservar0n gue las lactonas derivadaes de hidratos de

carbono tratadas con diazometano, se metilaban mis rfpidamente en el grupo

hidroxilo del carbono-2, activado por la presencia del carbonilo adyacente,

que en otras posiciones de la molécula.

Las metilaciones de polisachridos con diazometano llevadas a cabo por

distintos autores dieron en general resultados contradictorios.

Lucas y Stewart® esterificaron le totalidad de los grupos carboxilo
del Acido algf{nico por tratemiento directo con diazometano, encontrando
una muy escasa metilacifin del resto manurfnico y poca o ninguna degradacifin

del polimero.

MBs adelante Vollmert® esterificf cuantitativamente pectinas y fcido
péctico a baja temperatura, sin que ocurriera despolimerizaciﬁn, y CON una
metilacién muy bajs de los grupos hidroxilo. Anflogos resultados obtuvo
Pippen y col."6 en la esterificacibn de pectinas con diazometano trabajando
a -20°c.

En los trabajos de Deuel y col ¥ se recalca la necesidad de emplear
bajas temperaturas durante la metilacifn de macromoléculas, con el cbjeto

de evitar la degradacifn del polimero.

85
Contrariamente a estos resultados, Neukom y Deuel encontraron que en
la esterificacibn de &cido péctico y &cido trigalacturbnico se producen

rupturas de la unifin glicosf{dica, aln trebajando a -20°C.

Algunos autores observaron que la presencia de ciertos sustituyentes

en la molécula conducian a resultados anlmsalos.

El diazometano, ademfs de ser utilizedo como reactivo para la sintesis

de metil-ésteres y de metil-éteres de grupos hidroxilo reactivos, se ha uti
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lizado como catalizador para transesterificeciones.

Bredereck vy colab.” estudiaron el efecto del diezometano, en solucio-
nes alcohblicas, sobre diferentes ésteres. No pudieron detectar descomposi
ciones del acetato de fenilo, ni del benzoasto de fenilo con diaszometano en
solucifn etérea, pero si la reaccifin se realiza en metanol se forma aceta-
to de metilo con 90% de rendimiento y benzoato de metilo con 60% de rendi-
miento. Les reacciones de los mismos Esteres, en iguasles condiciones con
etanol dieron 30% del acetato de etilo y no produjeron transesterificacio-
nes con el benzoato de fenilo. En isopropanol, n-propancl y n-butanol no

se modifica el éster originsal.

La cantidad de diazometano useda por los autores es de 0.25 moles por
mol de éster y parte del mismo se pierde, ys que se descompone con formacibn

de polimetileno, o sea que su reaccifn es catalftica.

Los autores® suponen que el diazometano inicialmente reacciona con el
alcohol formando un aducto(VI)tal como lo propusieron inicialmente Eister

y Arndt®? .

) (+) () (+)
CH;0H + CH,=N=N — (CH30 ) (CH5-N=N)
(vI)

y este aducto se adicionarf{a al carbono del cerboxilo dando (VII):

R'UCH3 + N2 + RCUZCH3
@) /
|
CH4-0~H & CH2N2 R' = arilo
)
R-C-0-R
I \
.2 '
:0f RIOH 4+ CHN, 4+ R CO,CH,
(VII) R' = alquilo

El compuesto(VII)se descompone por la via &, si el grupo R' es arom&-

tico, o por la via b si R' es alifftico.

Con R' aromBtico se observb asi{ la formaci6bn del metil &ter y la libe
racién de nitrfgeno, ademfs de la formacifn del metil éster del &cido. Con
R' alif&tico se regenera el diazometano y se libera el alcohol alifética,

adembs del metil éster del Acido.

La reaccifin del metil-tetre-O-acetil-K -D-glucopirenbsido en metanol,

con diazometsno en solucifn etérea, conduce sl metil-ox-D-glucbsido con
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80% de rendimiento, con lo cual se destaca la fundsmental importancia del
solvente usado, ya que seglin el mismo se producen metilaciones y/o transes

terificaciones.

Durante un intento de metilar completamente los hidroxilos libres del
acetato de celulosa, Rebenfeld y Pacsu® observaron una metilacifn anfmala
consistente en desacetilacifn acompafiada de introduccibén de grupos metoxi-
lo en la celulosa. Cuando trataron el acetsto de celulosa comercial caonte-
niendo un 39.2% de acetilos con una solucifn 0.4 M de diaszometano en E&ter,
durante 80 horas a temperaturas menores de 59C, encontraron desacetilacio-
nes y metilaciones en proporciones que dependfian del grado de humedad de la

muestra empleada.

Las metilaciones con diazometano evitan las migraciones de O-acilos,
descriptos en los casos de los agentes de metilacifin de Hauorth‘s, Purdie

e Irvine® y Muskat’,

Pike vy co1? encontraron que el tratamiento de adenosina con diazoeta
no en 1,2-dimetoxietano acuoso, conducf{a a la obtencifin de 2' y 3'-0-etil
y metil derivados. La metilacién se producfa con aproximadamente la misma
extensifn que la etilacifin y se vib que el dimetoxietano era la fuente de
grupos metilos. Al realizar la reaccifin en é&ter et{lico solo se observaba

etilecibn.

]

Metilaciones de hidratos de carbono parcialmente acilados en condicig .
7

nes en las cuales no se producian migraciones de acilos se realizaron con

diezometsno y trifluoruro de boro eterato en diclorometano.

Mastronardi vy col® describieron entre otros, la metilacién de 1,3,4,
6-tetra-O-acetil- p-D-glucopiranosa (79) con diazometano trifloruro de bo
ro eterato en diclorometano y obtuvieron la 1,3,4,6-tetra-0-acetil-2-0-me

tiL—B-D-glucopiranosa (80) con 78% de rendimiento.

CH,0Ac CH,0AC
0
o DAC UAC
——)
OAcC
aco \Jht AcO
OH OCH-
(79) (80)

(79) 1,3,4,6-tetra-O-acetil- A -D-glucopiranosa
(80) 1,3,4,6-tetra-0-acetil-2-0-metil-(3 -D-glucopiranosa

)



40

La reaccifin se extendif a otros acetil-derivados de D-glucosa?sD—ga—

9 -
lactosa 6y D-manosa’ 1%,

Kovac Y Longauerovaw'empléaron diazometano y trifluoruro de boro ete
rato en diclorometano trabajsndo a -20°C, pera sintetizar &4,6-di-O-metil
-IB-D-glucosa a partir de 1,2,3-tri-0O-scetil- f -D-glucopiranosa con rendi-
mientos del orden del 90% .

Baker vy whistler'® emplearon este reactivo para la metilacifn del me
til 4-0-83cetil-2,3-di~D-metil-A -D-manopiranbsido en diclorometano como
solvente, obteniendo el metil 4-0O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-o -D-manopiranf

sido con 99% de rendimiento.

0'Donnell y Richards'®1o emplearon para la sintesis de 1,6,6'-tri-O-
metil-sacarosa a partir de 1la 2,3,3',4,4'-penta-0-acetil sacarosa.

Este reactivo se usb también para metilar hidratos de carbono parcial

. 6
mente benzollados?

Kovat y Paloviik™® la usaron para sintetizar el metil 2,4-di-0O-metil-
 -L-arabinopiranfsido a partir del metil 3-0-benzoil-2-0O-metil-(} -L-arabi
nopiranfsido y el metil 2,3-di-O-metil- [ -L-arabinopiranfsido a partir del
metil 4-O-benzoil-2-0-metil-f -L-arabinopiranbsido.

Abbas vy o1’ trabajaron a -25°C con diazometano en diclorometano y
trifluoruro de boro eterato recién destilado para metilar el mefil-3—0-bgﬂ
zofl-A& -D-1ixopiranfsido, repitiendo'el agregado de catalizador cuando la
velocidad de la reaccifn disminuf{a.

Seymour ®®sintetiz6 el 4-metil, el 2,4 di-metil y el 2,3,6-tri-metil

éter del metil A -D-manopiranfsido usando el grupo benzo{lo y el grupo 1-

etoxietilo como protectores, y metilando a -20°C con diazometano y trifluo
ruro de boro eterato en diclorometano como solvente, obteniendo rendimien

tos del Grden del 80 sl 90 %.

La reaccibn tambifn fué aplicada por Thiel vy co1l” a la metilacibn

de disachridos parcialmente benzoilados.

Metilaciones realizadas con diazometano sobre azlicares libres disuel
tos en metanol, conducfan a la preferencial metilacifn del HO-1 y metila-
ciones parciales de los hidroxilos secundarios. Asi, por metilacibn de

9 .
10 con diazometano en solu-

D-glucopiranosa, D-galactupirannsa"ay melibiosa
cibn metanblica, completando luego la reaccibn con ioduro de metilo/6bxido
de bario en N,N-dimetilformemida, ‘se obtenia preferentemente el anfmerof’ .
110 106,110 .. )
En el caso de D-menosa y L-ramnosa estas mismas condiciones de reaccifin

conducian al anfmero«&.
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. . 110
Metilaciones de Esteres de mono vy disechridos ' realizadas con diazome
tano en metanol, conducen a la simultfnes desacilacibn y metilacibn, como

va lo informaron Bredereck y colM .

Tembi&n se usb el cloruro de estafio como catalizador en metilaciones
con diszometano''? .

Otros estudios realizados por Arnarp vy col®

con el metil-trifluoro-
metanosulfonato han demostrado que ls eirta reactividad de este compuesto

lo hace adecuado para la metilacifin de hidratos de carbono bajo condiciones
suaves. La alquilacitn con este reactivo requiere la presencia de una base
para neutralizar el f&cido liberado. En los ensayos preliminares se tratf el
metil é,&,s-tri-ﬂ-metil—(B-D—glucbpiranﬁsido en diclorometano a 80°C con me
til-triflato usando carbonato de potasic como base. La reaccifn se siguib
por cromatograf{a y se comprobf que a los 30 minutos ya habfa desaparecido
todo el material de partids pero, ademfs del 2,3,h,6-tetra-0-metil-(3-D-gLE
copiranfisido se formaba también el correspondiente o glucfsido. La relacifn
de ® a8 (3 gluchsido era aproximadamente 1:1 pero crecia si se aumentaba el
tiempo de reaccibn. La anomerizecifn ers causada por el &cido fuerte lo cual
indich que la neutralizacin con carbonato de potasio no era suficientemen-

te efectiva.

Luego se emplet 2,4,6-trimetilpiridina como base, pero este compuesto
no resultd efectivo porque se metile por el mismo reactivo. Resultaron en
cambio muy efectives la 2,6-di-ter-butilpiridina y la 2,6-di-ter-butil-b-me
tilpiridina que son bases estéricamente muy impedidas. Se metileron asi el
metil 2,3-di-0-acetil-& -D-glucopiranfisido, el metil 2,3,b-tri-D-acetil-f -
D-glucopirantsido, la 1,2,3,2',3',4',6'-hepta-0-ecetil- P -maltosa v la
1,2:5,6-di-0-isopropilidén-o -D-glucofuranosa, disolviendo la sustancia a
metilar y la base en diclorometano seco y agregando luego el metil-trifla
to a la mezcla de reaccién en un recipiente cerrado y bajo atmbsfera de
nitrgeno. La solucifn se calenté a 80°C durante 2,5 horas y luego se en-
fri6 y se filtr6 el producto. Los rendimientos fueron del 6rden del 80% o

mas y se obtuvo un {inico componente en cada reaccibn.

La slta reactividad del metil triflato limite la eleccifin del solven
te para la metilacifin. Esta es une restriccifin para la metilacibn de hidra
tos de carbono hidrofilicos teles como glicbsidos no protegidos y polisa-
chridos. Sin embargo ha sido empleado con buenos resultados para la metila

cibn de polisacéridos parcielmente sustituidos con grupos liofflicos.
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La reaccidn con metil triflato y una base débil, estéricamente impe-
dida, parece ser un método slternative bueno para la metilacifn de carbohi
dratos conteniendo grupos lBbiles en medioc alcalino o &4cido, y sbre intere

santes posibilidades en la elucidaci6én de estructuras de productos natura-

les.
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BENZOILACIONES DE DISACARIDOS

ANALISIS DE LOS RESULTADOS DOBTENIDOS

En las benzoilaciones agrupadas en el caso de hnnosacéridos, se des-
criben varios agentes benzoilantes y el uso de beses y/o solventes. El

reactivo mbs utilizado es el cloruro de benzoflo.

Los primeros trabajos publicados sobré disacfridos benzoilados se
encuentran agrupados en la Tabla V, y son los de Baumann‘“ , Skrau;:a"5 ’
Hueny‘“ ' PanormofF‘” Y Hintikka"aly corresponden & benzoilaciones parcia
les. Estas reacciones se realizaron con cloruro de benzoflo en presencia
de hidrbxido de sodio al 10% o 20% vy conducfan probablemente a mezclas de

productos.

Fischer vy Freudenberg“g utilizaron quinolina como base, en la benzoi
lacifn de la sacarosa, pero no informan las constantes f{sicas del octa-
benzoato obtenido por ellos. Ness y Fletcher jr]zo sintetizaron 40 afios
més tarde la octa-O-benzofl-sacarosa utilizando cloruro de benzoflo/piri-

dina, con 94% de rendimiento.

120
La técnica de Ness y Fletcher jr. fue aplicada por Deferrari y col.
122
para sintetizar octa—D-benznil-{5-celobiusa121 , Dcta-ﬂ-benzuil-}3-maltosa,
Dcta-U-benzuIl-/3-lactnsa y octa-O-benzofl-¢{ -lactosa'>® . Los compuestos

obtenidos se encuentran agrupados en la Tabla VI.

En las benzoilaciones de maeltosa, realizadas con cloruro de benzof{lo/
piridina se observf la formacibn de un 54% de 1a 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-
benznil-fb-maltosaw7, en condiciones en las cusles lactosa, celobiosa y sa-
carosa conducfan con altos rendimientos a la obtencibn de los octabenzoatos.
Este resultado se explich por un mayor impedimento en la posicibn 3 de la

parte reductora debido al enlace glicosf{dico ¢( .

En la literastura se encuentran estudios con rayos X, realizados sobre
cristales de maltosa monohidrato, en los cuales se demuestra la existencisa
de un puente hidrfgeno entre el HD-3 y el HO-2' (de la parte no reductora).

124
Hybl y Rundle y Chu vy Jeffrey'zsproponen para la maltosa en base a
: 126
los datos de rayos X, la estructura de la fbrmula (79) y Casu y col. la
confirmeron por datos de resonancia magnétice protfnica y espectroscnpfa

infrarrojae.
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(79) maltosa

En solucibn, dichos puentes hidrfgeno pueden cembiar o ser reemplaze-
dos por puentes hidrfgeno con el solvente, pero su existenbia permitir{a
justificar la obtencifn de la hepta—U-benzoil-{B-maltnsa con el HO-3 libre
con 54% de rendimiento en las condiciones en las cuales la lactosa, la ce-
lobiosa y la sacarnsa conducen con saltos rendimientos a8 los respectivos

octabenzoatos.

Dick vy col?7 acetilaron la maltosa en condicliones en las cuales los
monosacéridos conducfan a una scetilecibén total (cloruro de ecetilo/piridi
na, + 5C) y obtuvieron la 1,2,6,2',3',h',6'—hepta—D-acetil-/g-maltosa con
70% de rendimiento. La formacifn del hepta-scetato con el HO-3 libre indi-
carf{a un serie impedimento en ls molécula del disachrido en dicha posicibn,

ya que el grupo acetilo presenta un menor impedimento estérico.

La benzoilacibn de /3 -maltosa monohidrato realizada por Takeo vy Okano
con 10 equivalentes de cloruro de benzof{lo/piridina 8 -40QC, condujeron con
87% de rendimiento a la 1,2,6,2',3',h',6'-hepta—U-benzoIl-/5-maltnsa (80).
La reaccibn llevada 8 cabo con 8 equivalentes de cloruro de benzoflo condu-
jo a rendimientos del 79% en el compuesto (80) con el HO-3 libre, 3% de la
octe-O0-benzo{l-/>-maltosa (Bl) y 12% de la 1,2,6,2',3',6'~hexa-0-benzofl-
maltosa (B82) en la cual se encuentran libres las posiciones HO-3 y HO-4'.
Este resultado vuelve s confirmar el graen impedimento de la posicifn 3 de

la parte reductora y una menor reactivided en la posicifn 4 de la parte no
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reductora de la molécula, Los resultados de estas experiencias se encuen-
tran agrupados en la tabla VII.

TABLA VII
PRODUCTOS DE BENZOILACION DE 3 -MALTOSA. HZD CON CLORURO DE BENZOILO/
PIRIDINA '
Compuesto | Moles de Medio Grupos benzofilos HO-libres | Rend %
NQ ClBz de enn posiciones '
reaccifn
(80) 10 piridina | 1,2,6,2',3',4',6! 3 87
(80) 8 piridina | 1,2,6,2',3',4',6" 3 79
(81) 1,2,3,6,2',3',4',6" — 3
(82) 1,2,6,2',3',6!' 3,4 12

Takeo vy Okano'® benzoilaron tembién el metil-/3-maltbsido (83) a -4LDAC
con diferentes relaciones molares de cloruro de benzof{lo/piridina. Obtuvie-
ron el metil 2,6,2',3',h',6}-hexa—0-benzoil-/5-maltﬁsido (84) con B3% de
rendimiento, al trabajar con 8.9 equivalentes de cloruro de bénzoiln/piri-
dina. Al trabajar con 7 equivalentes de reactivo, en condiciones similares,
aislaron un 71% del compuesto (84) y un 23% del metil 2,6,2',3',6'-penta-0-
benzo{l-A-maltésido (85). Estos resultados se encuentran agrupados en la
tabla VIII.

TABLA VIII

PRODUCTOS DE BENZOILACION DEL METILW/a -MALTOSIDO CON CLORURO DE BENZOILO/
128
PIRIDINA .

Compuesto Moles de Medio de Grupos benzof{los HO-libres Rend %
N ClBz reaccibn en posiciones
(84) 8.9 piridina 2,6,2',3',4',6" 3 83
(84) 7 piridina 2,6,2',3',4',6° 3 71
(85) 2,6,2',3',6" 3,4 23

En este caso tembién el HO-3 demuestra ser el més impedido o el me-

nos reactivo, seguido por el HO-4',

Los estudios de rayos X reelizados sobre el metil /> -maltfsido efec
tuados por.Chu vy Jeffreyﬂzoy por Quigly vy cnl.‘3° demuestran la existencia
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de un puente hidrbgeno similar al observado en la maltosa. Dicha estructu

ra se encuentra representada por la fbrmula (83).

HO

OCH

(83) metil /3 -melt6sido. H,0

En este ceso se encuentra el puente hidrfigenc entre el HD-3 y el
HO-2' y ademBs un puente hidrbgenoc entre el HO-6 y el HO-6' con una molé

cula de agua.

Estos autores128 tembién comprobsron que la introduccifn de un grupo
4L',6'-0-bencilideno en el metil /@ -maltbsido disminuye la reactividad de
los grupos hidroxilo restantes y atribuyen este hecho a posibles impedi-
mentos estéricos. Encontraron que la benzoilacifn del metil &4',6'-D-benci
liden-/3 -maltfsido (85) con 10 equivelentes de cloruro de benzoilo en pi-
ridina, a -40QC, condujo a tres productos. Por crometografi{a en columna
aislaron el metil 4',6'-0O-benciliden-2,6,2',3'-tetra-0-benzofl-/3 -maltési
do (86) con 71% de rendimiento y otra fraccién con 22% de rendimiento.
Dicha fraccifn aparece como un (nico componente por cromatograffa en pla-
ca delgada en varios sistemas de solventes. Es cristalina y presenta un
punto de fusibn doble. E1 anflisis elemental de esta fraccifin les indich
que es un tri-O-benzo{l-derivado y los autores demuestran por espectros-
copia de resonancia magnétice protfnica que se trata de una mezcla en re-
lacibn.l:1 del metil 4',6'-0-bencilidén-2,6,2'-tri-0-benzof{l-/ -maltbsido
(87) y del metil h',6'-D-bencilidénr2;ﬁ,3'-tri—D—benzo11-/3—malt631d0(BB)



49

Los resultedos de estas experiencias se encuentran agrupados en la

Tabla IX

OH
(85)

(85) metil h',6'-D-benciliden-/g-maltﬁsidd_

TABLA IX

PRODUCTOS DE BENZOILACION DEL METIL h',6'-D-BENCILIDEN1/5-MALTUSIDU CON
128
CLORURO DE BENZOILO/PIRIDINA

Compuesto Moles | Medio Grupos benzaoflos HO-libres Rend %
NQ de ClBz en posiciones
(86) 10 piridina | 2,6,2',3" 3 71
(87) 2,6,2'. 3,3 29
(88) 2,6,3" 3,2!

Le obtencibn de este tetrabenzoato (86) con 71% de rendimiento vuel
ve a confirmar el impedimento del HO-3. La formacibn de los dos triben-
zoatos en aproximadamente igusles cantidades indica que los HO-2' y HD-3'

tienen igual reactividad o similares impedimentos estéricos.

El orden de reactividad de los grupos hidroxilo en la maltaosa gue
se puede deducir en base a estos trabajos de Takeo y Okano '?® es:
HO-6, HO-2 » HO-2', HO-3' > HOD-3.

En la benzoilecibn selective de la /3 -genciobiosa (89) con cloruro
131
de benzoflo/piridine & -40OC, Takeo establecif que los HO-4 y HO-4' son

los menos reactivos.
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CH,OH

OH OH
HO HO

OH OH

(89)

(89) (3 -genciobiosa
6-0- 3 -D-glucopiranosil-/3 -D-glucopiranosa

El enlace /3 1-6 presente en este disacfhrido no darf{e luger s las

mismas interacciones estéricas postulasdaes perae el caso de la maltosa.

134
Takeo también benzoil6 en estas condiciones el metil X -soforbsi-
do (90) v el metil o -laminarbsido (91).

CH,OH CH,OH
0 0
'\ OH
HO OCH, HO OCH,
CH_.OH CH.,OH
2 2 O 0
0 ) 0 H
OH
HO \ o \J"
OH OH
(90) (91)

(90) metil o -soforbsido

metil 2-0- (2-D-glucopiranosil-& ~D-glucopiranfsido
(91) metil & -laminarfisido

metil 3-0-,3-D-glucopiranosil-0(-D-glucupiranﬁsidn

Takeo, del anflisis de los resultedos obtenidos a partir de (90) de-
duce que el HO-3 es el de menor reactividad frente a benzoileciones, segui

do por el HO-4. En el compuesto (91) la menor reasctividad se encontrb en
el HO-4 seguido del HO-4'.
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La reactividad de los grupos hidroxiloc esth relacionada, adembs de
con el agente acilante y su relacifn molar, con su entorno estérico y con
la presencia de puentes hidr6geno.

La estructura conformacionsl de la ﬂ’-celobinsa fue propuesta por Chu

33 134
y Hermans en base a datos

Y JeFfrey’zs, Casu y col.‘zs y Jacobson vy col.!
de cristalograffa de rayos X. En el cristal se presenta una unibn puente
hidrbgeno intramolecular entre el HO-3 de la parte reductora y el oxfgeno
del ciclo piranﬁsi;o de la parte no reductora y esterfa representada por

la fbérmula (92).

(92) celobiosa

La benzoilecibn de la celobiosa con cloruro de benzofle/piridina,
121
realizada por Deferrari y col. , condujo 8 la octe-0-benzof{l-pP -celobio

sa con 98% de rendimiento.

Nosotros, benzoilando la celobiosa en solucifn acuosa de NaOH a 459C
con cloruro de benzoflo, en las condiciones experimentales descriptas por
Hintikka1n, obtuvimos una mezcla de benzostos de 1a cuel cristalizf con
54,3% de rendimiento un compueste que se caracterizf como la
1,2,6,2',3',4' ,6'-hepta-0-benzoil- (P-celobiosa (I) cuyo punto de fusifn
resultd idéntico al del hepts benzoato descripto por Hintikka"aen 1923.

Esta reaccifin no requiere bloqueos selectivos ni varios pesos de
proteccifn y desproteccibn y conduce al derivado con el HO-3 libre,'por
un camino rhpido y sencillo. E1l puente hidrfgeno del HO-3, observaedo en
el cristal, puede encontrarse sustitufde por puentes hidr6geno intermo-
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4 PR
leculares con el solvente, pero aln as{ se observa una menor reactividad

de dicho hidroxilo.

El anflisis por cromatograffa en cape delgada de sflica gel, de las
aguas madres de la 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzofl-/>-celobiosa (I) mos-
tr6 la presencia de (I), de octa-D—benzoil-{3-celnbiosa (II1) y de otros
benzoatos gue, por su comportamiento cromatografico corresponderfan a com-

puestos con menor grado de benzoilacifn.

Para determinar la posicifin del hidroxilo libre en el heptabenzoato
(I) 1o metilamos con diazometano/trifluoruro de boro eterato, condiciones

. ., 95-100
en las cuales no se producen migraciones de los grupos acilo .

La metilacifn se repitib variaes veces, hasta desaparicibn total del
producto de partida. Por este procedimiento se obtuvo una-hepta-O0-benzofl-
O-metil-celobiosa gue por tratamiento con metfxido de sodio en metanol nos
condujo a una O-metil-celobiosa. Para marcar la parte reductora del dise-
cérido redujimos el mismo con borohidruro de sodio y el O-metil-celobiitol
asi obtenido se hidroliz6. Por cromatograff{a preparativa en papel del hi-
drolizado, se obtuvo D-glucosa y 3-O0-metil-D-glucitol (VII), que se caracte
rizaron por su poder rotatorio y por cromatogreff{a contra sustancias pa-
trbn.

Estos resultados indicaron que el hidroxilo libre se encontraba en
el carbono 3 de la perte reductora del disacérido.La secuencia de reaccio-
nes llevada a cabo fué: 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzofl-2-celobiosa
(I)—> l,2,6,2',3',h',6'-hepta-D-benzoil-B-D-metil—/3-celnbinsa (III)
3-0-metil-celobiosa (IV) — 3-0O-metil-celobiitol (V) — D-glucosa +
3-0-metil-D-glucitol (VII).

En le celobiosa el HO-3 se encuentre involucraedo en uniones puente
hidrﬁgeno en su forma cristalina13{ En solucifbn acuosa dichos puentes pro
bablemente se encuentran reemplazedos por puentes hidrbgeno con el agus,
pero alin as{ persiste el impedimento en este carbono que permite la ob-
tencifn del derivado parcialmente benzollado en el cuel el HO-3 se encuen

tra libre.

Si bien en este caso no se encuentran antecedentes de compuestos si-
milares en la literatura, nuestros resultados confirman el impedimento en
esta posicifin. Este impedimento es mucho mbs débil que en el caso de la
maltosa, donde ye con cloruro de benzoflo/piridina se obteni{a el hepta-O-

benzoato con 54% de rendimiento1m.

Los datos f{sicos de los derivados de la celobiosa, obtenidos duran-

te este trabajo, se encuentran agrupados en la Tabla X.
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La configuracibn en el carbono anomérico de (I) se asigné como 5> ya
que su benzoilacibfn condujo a la octa-U-benzoil-/3-celobiosa (II). En el
espectro de resonancia magnétice protfnice tento de (I) como de (II) no se
observa sefial entre ¢ 3.00 y 3.50, zona donde sparece la sefiel del H-1
ecuatorial de los anBmeros & de los compuestos benzoilados con estructura

glucopiranﬁsica)ss

En el espectro de resonancia magnética protfnica del compuesto (III)
el grupo metoxilo aparece como singulete a ¢ 6.40 y se mantiene ademfs
la susencie de sefiales entre & 3.00 y 3.50, lo cual nos indica que se tra
ta del anfmero (3.

La complejidad de las otras sefiales en ei'espectro de resonancia mag-
nétice protbnice no permite un anflisis de primer orden de las mismas.

En el espectro infrerrojo de los compuestos (I), (II) y (III) se ob-

serva la sefial del carbonilo a 1715 cm-l.

La octa-O-benzo{l-(?-celobiosa (II) que obtuvimos por benzoilacifin
de (I), cristalizbf en forme de agujas de punto de fusifin 147-149QC y de
las agues madres se obtuvo otro octabenzoato de punto de fusibn 188-191€QC.

Le disolucifn de la octe-O-benzoil- (3-celobiose de p.f. 188-1910C en
acetona/metenol y sembrado con el producto de p.f. 147-149QC condujo a la
cristalizacibn del compuesto de p.f. 147-149QC solamente.

La disolucibn del compuesto de p.f. 147-1490C y sembrado con el pro-
ducto de p.f. 188-1910C, sblo condujo al compuesto de punto de fusi6n més
bajo, lo cual demuestra gue se trata de dos formas cristelinas dimorfes.

La amonflisis del compuesto (I) con amonfaco metanBlico condujo sblo
a celobiose (92), con 39.5% de rendimiento, y 6-0O-benzofl-celobiosa (VIII)
con 59% de rendimiento y no se pudieron detectar compuestos nitrogenados.
Esto se explica ye que el HO-3 de la parte reductors se encuentra Siﬁ ben
zoilar y el HO-4 forma parte de la unibn glicosidica. De esta manera fal-
tan los grupos ecilo mhs importentes en les migraciones pesrae dar lugar a
las N-benzofl-aldobiosileminas y las 1,1-bis (benzamido)-l-desoxi-aldobii
toles. La importancia de loé grupos benzoflo sustituyentes de estas posi
ciones se demostrf en los trabajda de Gros y col. , realizados con ben-
zoilo 1“8, sobre derivados de D-glucose y de los cuales resultf que el
grupo sustituyente del cerbono 3 era el que mbs sportaba a la formacibn

de dichos derivados nitrogenados.

Le benzoilacifin de celobiose reaslizada por nosotros a -40QC con 10
moles de cloruro de benzoilo/piridine, (en les condiciones utilizadas
por Takeo y Dkano"m pera benzoiler meltosa), produjo principalmente
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octe-O-benzofl-[? -celobiosa (II) y s6lo se obtuvo la 1,2,6,2',3',4',6'-
hepta—U-benzoil-{3-celobiosa (I) con bajo rendimiento.

pne alfcuote de la mezcle de resccifn obtenida por este técnica se
enalizb por cromatograffa en columna 8 presifin por la técnica descripta
por Clark Still y co1l® | se separf as! octa-0-benzof{l-(2-celobiosa (II)
y 1,2,6,2',3",4',6'-hepta-0-benzoil- A-celobiosa (I) en una relacibn 53:4
que corresponden & un rendimiento aproximado del 60% en (II) y 5% en (I)

en la mezcla de reaccifn.

Las fracciones que no dieron productos puros, 10% del totsl, analize-
des por cromatogreffa en place delgada demostrsron contener algo de (I)
y de (II) y productos que por su comportamiento cromatogréfico correspon-

derian & sustancias parcialmente benzoiladas.

Tekeo vy Ukano'zabenzoilaron el metil (3 -celobibsido (93) con 7.9
eqﬁivalenfes de cloruro de benzof{lo, en piridina, a -40QC y obtuvieron
una mezcla compleja dé la cusl solo eislaron dos productos, el metil
2,3,6,2',3',4',6'-hepta-O-benzofl- P-celobldsido y el metil 2,6,2',3',4',6'-
hexa-0-benzofl- 3-celobidsido.

CH..OH CH,OH

OH

(93)

(93) metil 3 -celobiésido

En este caso también se observe un cierto impedimento estérico o me-
nor reactividad del HO-3 pare la benzoilacifn.



58

139 , por estudios de cristalograff{a con rayos X ob-

Hirotsu y Shimada
serveron en la (> -lactosa (94) un puente hidrbgeno entre el HO-3 y el ox{

geno del puente hemiacet8lico de la parte no reductors.

(94) /3> -lactosa

141
Fries y cnl:‘c y Beevers y Hansen encontraron tembifn esta misma

interaccifin pare el caso de la oKX -lactosa.

La probable existencia de dichos puentes hidrfgeno en solucifn, per-
mitirfes preveer una menor reactivided o disponibilided del HO-3 para la
benzoilacibn.

Bhatt vy r:.ol."2 benzoilaron selectivamente el metil (3 -lactbsido
(95), empleando tres relaclones molaeres distintas de cloruro de benzoflo/
piridina a moles de ezlicar, e identificeron las sustancias obtenidas por
sustitucifn de los hidroxilos libres por cloro con cloruro de sulfurilo,
separacifn de los productos de reaccifn por cromatograff{a en sflica gel,
y por espectroscopia de masa y de resonancia magnética proténica de las

sustancias aisladas.

Empleando 2.2 moles de ploruro de benzoflo/piridina, a temperaturas
entre -20 y -40QC, obtuvieron una mezcla compleja de la cual alslaron el
metil 3',6'-di-0-benzofl-(*>-lactfsido (96) con 31% de rendimiento.

Empleando 5 moles de cloruro de benzoflo, obtuvieron una mezcla cu-
yo enfilisis demostr6 que estsba formada principalmente por cuatro compo-
nentes: el metil 2,6,2',3',6'-penta—ﬂ-benznil-/3-lactﬁsido 9%) (97), el
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© - CHyOH CH,,OH
HO OcH
\OH OH
OH OH

(95)

(95) metil /3 -lactbsido

metil 2,6,3',4',6'-penta-0-benzofl-(>-lactbsido (98) el metil 2,6,3',6'-
tetra-O-benzoil-/3 -lactbsido (22%) (99) y el metil 3',6,6'-tri-0-benzofl-
- -lactésido con (31%) (100).

Benzoilado el compuesto (95) con 6.5 moles de cloruro de benzoflo se
formb 33% del metil 2,6,2',3',4',6'-hexa-0-benzofl-3-lactfsido (101) y can

tidades menores de los otros compuestos.

Estos resultados indican que en este metil /3 -lactbsido (95) se ob-
serva una considerable selectividad en su reaccifn frente al cloruro de
benzoilo y que los grupos hidroxilo adyacentes a la unifin de los dos anillos,

o0 sea HO-3, HD-2' reaccionarf{an con meyor dificultad.

Estos resultados estfn asgrupados en la Tebla XI, y de ellos sus auto-
res deducen que el orden de reactividad de los grupos hidroxilos en el metil
/2 -lactfsido serfa: HO-6' > HO-3' > HO-6 ) HO-2 > HO-2' y HO-4' > HO-3,
0 sea gue el hidroxilo de menor reactividad serf{a nuevamente el HD-3.

Valashek vy coffa benzoilaron el bencil /5 -lactfsido (102) con 7.2
~equivalentes de cloruro de benzoilo en piridine a -209C y obtuvieron el ben
cil hepta—U—benzoIlg/5-lactﬁsido con 63.69% de rendimiento, el bencil
2,6,2',3',4',6'-hexa-0-benzofl- A -lactbsido (103) con 30% de rendimiento y
una mezcla de (103) con el bencil 2,3,6,2',3',6'-hexa-0-benzofl-/3-lactbsido
(104). En el compuesto (1035 se encuentra el HO-3 libre, en el (104) el
HO-4"'.
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CH,OH

HO

OH

OH

(102)

(102) bencil /3 -lactésido

Esto implicaria una menor reactivided del HO-3, seguido en mucho me-
nor proporcién por el HO-4',

144

Chiba vy col. benzoilaron selectivamente la 1,6-anhidro-4',6-0-ben-
cilidén- A-lactose (105) usando 2,1 equivelente de cloruro de benzoflo/pi
ridine, a8 -209C y obtuvieron los productos indicedos en la Table XII.

0 CH H,C

PhCH

0

OH OH

OH OH

(105)

(105) 1,6-anhidro-4',6'-0-bencilidén-/>-lactosa
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TABLA XII

PRODUCTOS DE BENZOILACION DE LA l S-ANHIDRD-A' 6'-0-BENCILIDEN-/3-LACTUSA
CON CLORURD DE BENZUILD/PIRIDINA .

Moles Cl1Bz medio grupos benzoflo HO-libres Rend.
en posiciones:
2,1 piridina 2,2',3,3! — 3%
2,3,3! HO-2'! 11%
2,2',3 © Ho-3 5%
2,3! HO-3 y HO-2! 30%
3 HO-3,H0-2' y HO=2 22%

De acuerdo a estos resultados la reactividad de los hidroxilos del
compuesto (105) en estas condiciones de benzoilacién es:
HO-3' 5> HO-2 > HO-3 ) HO-2' , o sea que el HO-2' y el HO-3 serfian

los menos reaectivos.

En estos casos hay ademfs de los impedimentos propios del hidrato de
carbono, los impedimentos por los grupos voluminosos y del puente 1,6-an

hidro, lo cual no permite sacar conclusiones generales.

La benzoilacibn de la lactosa con cloruro de benzoflo/piridina a 600€C,
1
realizada por Deferrari y cnl.z3 condujo a un 66% de octa-O-benzofl-&-lac
tosa y un 34% de octa-O-benzofl-/3-lactosa.

Nosotros benzoilamos la lactosa en solucifin de hidrfxido de sodio al
20% con cloruro de benzoflo y obtuvimos une mezcla de la cual cristalizf
un heptabenzoato (IX) con 40,5% de rendimiento. E1 punto de fusibn del com
puesto (IX) es 196-197QC y no coincide con el del heptabenzoato de lactosa
descripto por Pannrmof€11 (p.f. 116-1182C) ni con el del hexabenzoato de
lactosa dado por Skraup ' (p.f. 130-1360C).

Las aguas madres de cristalizecifn del compuesto (IX) contenfan el
compuesto IX, octa-0-benzofl-/-lactosa (X), y algunas sustancias de menor

desplazemiento y de poce intensidad en cromatogreffa en place delgeda.

Para demostrar la estructurs en el cerbono anomérico se benzoilf el
compuesto (IX) y se obtuvo la octa-O-benzofl->-lactosa (X). En ambos com
puestos, (IX) y (X) no se encuentra la sefial tipica del H-1 del anbmero &
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en el espectro de resonancia magnética proténica, y este hecho permife
asignarles la estructura annmérica/@ . Las dembs sefiales no permiten un

anBlisis de primer orden, debido a su complejidad.

Los espectros infrarrojo de (IX) y de (X) son complejos y permiten

constatar la presencia del carbonilo a 1715 cm 1.

Para demostrar la posicifin del hidroxilo libre en el compuesto (IX)
realizamos su metilacibn con diazometano/trifluoruro de boro eterato, can
diciones en las cuales no se producen migraciones de grupos acilo,

y obtuvimos una hepta-O0-benzof{l-O-metil-lactosa (XI) con 86% de rendimien

to.

El espectro de resonancia magnética protfnica del compuesto (XI) mos
traba le presencia del grupo IJ—CH3 a ¢ 6.35 vy la ausencie de sefiales en-
tre C 3.00 y 3.50, con lo cual se vuelve a confirmar que se trata del anf
mero (5> . En el espectro infrarrojo aperece la sefial del carbonilo a 1715

-1
cm ~.

La desbenzoilacifn e hidrflisis del compuesto (XI) condujo a D-galac
tosa y 3-0-metil-D-glucosa (VI), los cuales se caracterizaron por sus cons
tantes fisicas, comparacifn crometogréfica con muestra auténtice y obten-
cifn de le fenilosazona de la 3-0-metil-D-glucosa (XII).

Estos resultados indicaron que el hidroxilo libre se encontraba en
el carbono 3 de la parte reductora del disacfrido. La secuencia de reac-
ciones llevada a cebo fu€: 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzofl-/>-lactosa
(IX) — 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzoil-3-0-metil- A -lactosa (XI) —
3-0-metil-lactosa — D-galactosa + 3=0-metil-D-glucosa (VI).

Le amonblisis de la 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzofl-(O-lactosa (IX)
con amonfaco metanflico sblo condujo a lactosa (75%) y 6-D-benzofl-lactosa
(XIII) (21.5%) y no se detectaron productos nitrogenados. Este es otro he-
cho experimental en favor de una posicibn HO-3 libre, ya que el sustituyen
te en esta posicibn interviene fundamentalmente en la migracibn de acilos,

para la formacifn de N-benzo{l-aldobiosileminas v 1,1-bis~(benzamido)-1-
137

de amonblisis realizadas con benzoflos marcados con th.

desoxi-aldobiitoles, como lo demostraron Gros y col. en las reacciones

La estructura de la 6-0-benzofl-lactose (XIII) se demostrf por oxida
cién con periodato de sodio. Se consumieron 4 moles y no se obtuvo formal
dehido, lo cual confirmaba la presencie del grupo benzoflo en el C-6 de la
perte reductora de la molécula. La hidr6lisis de (XIII) condujo a D-galacto
sa y 6-0-benzofl-D-glucosa (XIV) gque se caracterizaron por sus constantes

f{sicas y por cromatograffa en papel.
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Por reduccifin del compuisto (XIII) con borhidruro de sodio se obtuvo

ademfs el 6-0-benzofl-lsctitol (XV), con 97% de rendimiento.

Los diferentes derivados de la lactosa preparados en este trabajo se

encuentran agrupedos en la tabla XIII.

Realizamos tembifn la benzoilacifn de la maltosa en solucifin de hidrb
xido de sodio al 20%, a + 52C, con clorurc de benzoflo. Por este procedi-
miento habfamos obtenido los respectivos heptabenzoatos (I) y (IX) de celo
biosa y lactosa respectivamente, en forma pura, pero en el caso de la mal-

tosa no se logrb una cristalizacifin directa.

Por cromatografis en placa delgada observamos dos manchas intensas,
que correspondfan a la octa-D-benzoil-/3-mai%osa (XVI) y 1a 1,2,6,2',3',4',6'-
hepta-0-benzof{l-/3 -maltosa (XVII) sin encontrerse rastros de productos de

menor benzoilacifin.

Una alfcuote de esta mezcla se cromatografif por uma columna a presibn
y condujo a la separacibn de un 59% del compuesto (XVI) y un 40% del (XVII)
1o cual corresponde a un rendimiento del 18.4% de (XVI) y del 13.7% de

(XVII) respecto al rendimiento totsl de le reaccifin.

La falta de productos parcialmente benzoilados en el sfBlido obtenido
y los relativamente bajos rendimientos totales de esta reaccifin, podrian
.explicarse por la pérdida por solubilidad de los compuestos parcialmente
acilados en el medic acuosc de reaccifn y por los abundantes lavados gue

se realizaron para eliminar el hidrbxido de sodio.

En el caso de la maltosa, los derivados benzpilados no pudieron ser
aislados por cristalizecifin directa de la mezcla de reaccifn obtenida por
cualquieriofe los dos métodos de acilacibn emplesdos (cloruro de benzoflo
4 piridina 6 cloruro de benzoflo + hidrfxido de sodio), y su cristalizacibn

fué lograda previa separacifin por crometogreffa de adsorcifin.

La proporcibn de octa—U-benzoil-{3-maltnsa (XVI) vy hepta-0-benzoil-
-lg-maltosa (XVII) obte;}das al benzoilar el azlicar con cloruroc de benzoi
lo/piridina era 0.85:1 . En la benzoilacifin realizada en solucifin acuo-
sa de hidrbxido de sodio se obtuvo una relacifn l.34:1. La inversifin de la
relacibn de las dos sustancias, (XVI): (XVII), cuendo la reaccifin se rea-
liza en medio acuoso se debe muy probablemente a la sustitucifn parcial
del puente hidrfgeno existente entre el HO-3 y el HD-2' por puentes hidr6-
geno con el agua, los cuales impedirfan menos la ecilacibn de dichos hi-

"droxilos.

140 .
Zagrodzki y Kroll describen la benzoilecibn de secerosa con cloru-
ro de benzoilo e hidrfxido de sodio, trabajando en heterofase, con diclo-



roetano como solvente. Mencionan la obtencifn de una serie de benzoatos
diferentes, seglin la concentracifin de hidrfxido de sodioc utilizada, pero
atribuyen las estructuras solamente por el desplazamiento cromatogréfico
sobre placa delgada, sin demostrar las mismas ni comparar los compuestos

con muestras de estructura conocida.

Analizando los hepta-0-benzoi{l derivaedos obtenidos por nosotros, se
vé que el HO-3 es el menos reactivo o el mbs impedido en los tres disach

ridos estudiados, celobiosa, lactosa y maltosa.

En la benzoilecibn de maltosa sfloc se obtiene un Onico heptabenzoato
en el cual el hidroxilo 3 se encuentra sin benzoilar. Si admitimos que se
mantiene el puente hidrfgeno encontrado en la maltosa cristalina, segln la
orientacifn del mismo podria formarse el hepta-O-benzoato con el HO-3 1li-

bre o el hepta-0-benzoato con el HO-2' libre.

El hecho gque el Gnico hepte-0-benzoato obtenido es el que tiene el
~HO-3 libre, indicar{a una orientacifn determinada del puente hidrfgeno
que permitirfa la benzoilacifin preferencial del HO-2' en la formacifn del

heptabenzoato.

Si postulamos gque en dicho enlace, el hidruxilo donor de hidrfgeno es
el HO-2', su oxfgeno, cuyos electrones no estfn comprometidos en la unifn
puente hidrbgeno, estarfa mhs disponible para el atague electrofflico del
grupo carbonilo del cloruro de benzoflo. El ox{genc del HO-3,en cambio,ten
dria sus eiectrones no apareados involucrados en dicho puente hidrbgeno
lo que determinar{e para dicho hidroxilo una situacifn electrfnica menos

favorable para dar lugar a un ataque electrofilico del mismo tipo.

R Ph R ~ /ph
+0: + \%zbu— _— E—C—D- E—

H C1 ’H) Cl



~ Se demostrf que en los disacéridos con unifin 1 — 4 los grupos hidroxi
- 1o adyacentes a la unifn de los dos anillos piranfisicos, esto es HO-3 vy
HDO-2', estén sujetos a mayor interaccifin estérica y por lo tanto reaccio-

nan més dificultosamente frente a ls acilacifn.

En el caso de la maltosa, debido al enlace glicosidico & esta inte-
raccibn o impedimento es més pronuncisdo y se produce el hepta-O-benzoato
en condiciones experimentales en las cueles otros disacfridos dan octa-0-
benzoatos. En‘la celobiosa y en la lactosa se obtuvieron los hepta-0-benzoa
tos con el HO-3 libre solamente por reaccifn en solucifin de hidrbxido de
sodio acuoso, con un 54.3% de rendimiento en el caso de la celobiosa y un

4L0.3% en el caso de la lactosa.
\

Nosotros benzoilamos celobiosa y lactosa s -40QC, en las condiciones
descriptas por Takeo y Dkanoma|uara el caso de la maltosa, y obtuvimos en
ambos casos mezclas de octa y heptabenzoatos con pequefias cantidades de
otros derivados,que por su comportamiento cromatogréfice en capa delgada

parecieron ser los disacfridos con menor grado de benzoilacibn.

Esto demostrarfa un menor impedimento o meyor similitud en la reacti
vidad de los hidroxilos, lo cusl dificulta la obtencifn de productos par-

cialmente benzoilados.

La importancia de los benzof{los en las diferentes posicianes de las
hexosas,.en las reacciones de amonflisis que dan lugar a la formacifn de
productos nitrogenados, fue estudieda con penta-O-benzofl-D-glucosas sus
tituidas con grupos benzoflo marcados con th131. Los sustituyentes de
los 0-3 y O-4 son los que mAs contribuyen e la formecibn de los N-benzoil

derivados en el C-1l.
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En los disachridos estudiados, celobiosa, lactosa y maltosa la parte
reductora tiene configuracibn glucopiranfisica y en ellos el 0-4 se encuen
tra invelucrado en la unifn glicosf{dics con la parte no reductora de la
molécula. En los hepta-O-benzoatos falten los grupos benzoflo de los C-3 y
C-4 gue son los que mhs aportan a la migracibn de acilos, lo que explica-
ria la no formaci6bn de N-benzofl-aldobiosilaminas y N,N-dibenzofl-l-desoxi-
aldobiitoles en la amondlisis de los mismos. De estos resultadas se puede
deducir que los benzoflos de los 0-2 y 0-6 y los de la parte no reductaora
no participan en la formacifin de este tipo de derivados nitrogenados en

estos disacéridose.

En 1la amonblisis de la 1,2,6,2,',3',4',6'-hepte-0-benzoil- A -celobio
sa (I) se obtuvo 59% de 6-O-benzofl celobiosa (VIII) y 39,5% de celobicsa.
La amonblisis de la 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzofl-/B-lactosa (IX) dif
21,5% de 6-0-benzofl-lactosa (XIII) y 75% de lactosa. Comparando estos re
sultados con los obtenidos a partir de la 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-ben-
zoil-/g-maltosé (XUII;mse observa que en las reacciones de amonbflisis de
estos compuestos se forman los 6-0-benzofl derivedos con rendimientos mu-
cho més altos que a partir de los octa-0-benzoatos correspondientes, en
los cusles los rendimientos snn:\glgiade G—D-benzoil-celobiosé? 31,6% de
6-0-benzoil-maltosény no se detecté la 6-D-benzofl-lactosa en la amonbBli

sis de la octa-0-benzofl lactosgzt >3
l’ /N (/d f
TABLA XIV
COMPUESTOS OBTENIDOS EN LAS REACCIONES DE AMONOLISIS DE LOS HEPTA-O-
BENZOIL DISACARIDOS I, IX y XVII
Comp. NQ Sustancia 6-0-benzofl disachrido
disachrido
XVII 1,2,6,2',3',4',6'-
hepta-0-benzofl-/ - LD% 56%
107
maltosa
I 1,2,6,2',3',4',6° Coe fo e
1595y ’ ’ 10° 7 .._\/7“"('
hepta-O-benzo1l-3 - 59% 39.5%
celobiosa -
IX 1,2,6,2',3',4',6'-
hepta-0-benzofil-/3 - 21.5% 75.1%
lactosa
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El grupo 6-0-benzof{lo de la parte reductora del disachrido presenta
una notable resistencia a la amonblisis, lo cual disminuye drfsticamente
8l reducir el disachrido a 6-O-benzofl maltitol, 6-0-benzofl celobiitol o
6-0-benzofl lactitol.

TABLA XV

AMONOLISIS DE 6-0-BENZOIL DERIVADDS

Sustancia tiempn‘
"6-0-benzof{l-lactosa (XIV) 4L dias
6-0-benzofl-lactitol (XV) L horas
6-0-benzo{l-celobiosa (VIII) 7 dias 21?2
6-0-benzo{l-celobiitol 6 horas--
6-0-benzof{l-maltosa 15 dias 22
6-0-benzofl-maltitol 2 dias'??
6-0-benzof{l-glucosa (XV) 2 horas
6-0-benzoil-glucitol _ 2 horad?

* tiempo 8l cual desaparecifi totslmente el compuesto

En la estructurae cristalina demostrada para la celnbiusa125 se observd
un puente hidrb6geno entre el HO-3 y el oxfigeno del anillo no reductor. Si
en el caso de la 6~-0-benzo{l-celobiosa se supone una interaccifn similar,
mediante modelos moleculares se observa la posibilidad de un puente hidrf
geno entre el oxigeno del grupo benzof{lo y el HO-2'. Esta estabilizacibn
adicional le conferirfia una mayor estabilidad al benzo{lo en el C-6 frente

al amonfaco.

En el caso de la lactosa se postula una interaccibin semejante entre
el HO-3 y el oxfgeno del anilloc no reductor, en base a datos de cristalo-
grafia de rayos X139 . Nosotros, estudiando la molécula con modelos molecu
leres observamos que también se podria postular una interaccifbn puente hi
drbgeno entre el HO-3 ecuatorial y el HO-4' axial. Estas mismas interac-
ciones se podrfan suponer en la 6-0O-benzofl-lactosa (XIV) lo que llevaria
a gue el grupo-O-benzoflo del C-6 estarfia menos estabilizado por el puen-
te hidrbgeno con el HO-2' que en la 6-0O-benzof{l-celobiosa, debido a la
competencia con el HO-4' en posicifn exiel de la lactosa.
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OH

(VII1I) 6-0-benzofl-celobiosa

Estas suposiciones permitir{an explicar que la 6-0-benzof{l-celobiosa
(VIII) se forme con mayor rendimiento que la 6-0-benzofl-lactosa (XIV) la

cudl se encontrarfa menos estabilizada frente a la reaccifn de amonfBlisis.

.
o7 Vg

(XIV) 6-0-benzofl-lactosa

La amonBlisis del grupo 6-0-benzofl se produce en 4 dias en el caso
de la 6-0-benzofl-lactosa (XIV) menos estsbilizada, y en 7 dias en el ca-
so de la 6-0-benzof{l-celobiosa (VIII) que tendris el grupo 6-0-benzoflo

m&s estabilizedo por las interacciones postuladas.

Les interacciones gue permiten estes estabilizaciones se modifican
notablemente al reducir los compuestos (XIV) y (VIII) a 6-0-benzofl-lacti

taly 6-0-benzoil-celobiitol'? , cuyas amonblisis se producen en & y 6 ho-

ras respectivamente.
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El grupo 6-0-benzoflo de la glucosa, en la cual no se pueden postular
dichas estabilizaciones por puente hidrfgeno, es amonolizado en 2 horas,
lo mismo que el 6-0-benzoflo del 6—D-benzoil-D—glucitol"{

La resistencia a la amonflisis del grupo 6-0-benzoflo en 1la 6-0-ben-
zofl-maltosa, cuyo enlace glicosf{dico K conduce a un acercemiento entre
las dos unidades D-glucopiranfisicas, se podria explicar ya que esto facili
taria la estabilizacifn de la molécula por puente hidrbgeno entre el HO-3
y el HO-2' y ademfs la del grupo benzoflo por interacciones con los ox{ge-
nos de los ciclos piranfisicos y del enlace glicosfdico como los postularon

. 122
Deferrari y col. .

HO

6-0-benzofl-maltosa.

El grupo 6-0-benzoflo de la 6-O-benzofl-maltosa sélo se amonoliza des
pués de 15 dias y el del 6-0O-benzof{l-maltitol en 2 dias. Esto demuestra
una mucho mayor estabilidad que la observeda para los mismos grupos en los
otros disachridos vy hacg suponer la intervencifin de un efecto estabilizador

distinto al observado en la 6-0-benzofl-celcbiosa y en la 6-0-benzofl-lac-

tosa.



CAPITULOD IV

PARTE EXPERIMENTAL
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PARTE EXPERIMENTAL

TECNICAS GENERALES

Las cromatografias en capa delgada se realizaron con Silica G (Merck)
como fase fija, extendida sobre porta objetos o sobre placas de vidrio de

10 x 20 cm. Los eluyentes utilizados fueron:

Solvente A) benceno - acetato de etilo (95:5; v/v)

Solvente B) benceno - acetato de etilo ( 9:1; v/v)

Los cromatogramas se revelaron con iodo, empleando para ello
una cuba saturada con vepores de iodo en equilibrio con icdo
sblido.

Las cromatograffas en papel se efectusron por la técnica descendente,
sobre papel Whatman NQ@ 1, usando como eluyentes.
Solvente C) butanol - etanol - agua (10:&4:L4; v/v) salvo cuando se indican
expresamente otros sistemas

Los cromatogramas se revelaron con los reactivos I, II y III.

Reactivo I: Este reactivo consiste de una mezcla recién preparada de 5
partes de solucifn al 0.3% de nitrato de plata en.metanol,
1 parte de amonfaco metanflico (16%) y 2 partes de solucibn
de metbxido de sodio al 7%'" .
Los cromatogramas se revelaron por inmersifin en el reactivo
y secado sl aire a temperatura ambiente en el caso azflicares
libres, o calentamiento a 50Q en el casc de aclil-derivados

de los mismos.

Reactivo II: Este reactivo consiste en una solucibn al 1,6% de &cido fta

lico en butancl y 0.1 ml. de anilina“a .
Los cromatogramas se reveleron por pulvérizaciﬁn con el reac
tivo, secado 8 temperatura ambiente y posterior calentamien-

to en estufe a 1102 durente 10 minutos.

Reactivo III: Este reactivo consiste en una solucifn de IDhNa al 2%, de la

cual se mezclan 4 partes con una parte de una solucibn de

9
MnO, K al 1% en CO,HNa al 2%“ .

L 3
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Los cromatogremas se revelaron por pulverizacibn con el reac

tivo y secado < temperatura ambiente.

En las reacciones de amonflisis se utilizf metenol-amonfaco al 16%

(v/v).

El secado en-desecador se hizo a presifn reducida sobre fcido sulflri
co e hidrbxido de sodio.

Las muestras para microanflisis se secaron a alto vacfo (0.01 mm) y a

60QC o 100QC segln el punto de fusifin de las mismas,

Los puntos de fusifn se determinaron por el método del tubo capilar vy

no fueron corregidos.

Las rotaciones Opticas se determinaron en un polari{metrc 0.C. Rudolph
8 Sons, modelo 70, en tubo de 1 dm y la concentracibn se expresf en gramos

por 100 ml de solvente.

La evaporacifin de los solventes de las mezclas de reaccifn se llevb a

cabo a presifin reducida y a temperaturas inferiores a 60QC.

Los espectros de resonancia magnftico nuclear se realizaron en un
Varien A 60, en cloroformo-d, con tetrametilsilano (TMS) de sténdard inter

NOe

Los espectros Infrarrojos se realizaron en un aparato Infrecord Perkin

Elmer como film, en suspensibn en nujol.

Los solventes y reactivos 1l{quidos fueron purificados por destilacifin.
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SINTESIS DE LA 1,2,6,2',3',4',6', HEPTA-0-BENZOIL-(3 -CELOBIOSA (I)

En 480 ml de solucifin de hidréxido de sodio al 20% previamente enfria
da en bafio de sgua - hielo se disolvieron 10 g de celébiosa. A dicha solu-
cibn se agregaron con agitacifn y enfriamiento 55 ml de cloruro de benzof-
lo en fracciones de 5 ml. Después de finalizedo el agregado, se continub la
agitacifn durante 20 minutos con lo que se produjo la solidificacifn de la
mezcla de reaccifin; se disgrepgb el sBlido y se agitl fuertemente hasta que
la reaEcibn dej6 de ser exotérmica (aproximadamente 30 minutos). Se mantu-
vo con agitacibn ocasional durante media hora mhs, se dejb una hora a tem-
peratura ambiente, se diluyf con 1 litro de agua frfa y se filtr6 el sf6li-
do, lavéndolo con abundante agua fria hasta neutralidad. Despufs de secado
se obtuvieron 40 g de un sblido formado por una mezcla de 1,2,6,2',3',4"
6'-hepte-0-benzofl-( -celobiosa (I) y otros productos de menor grado de
benzoilacifin. Este sflido se extrajo 5 veces con porciones de 150 ml de me
tanol 8 ebullicibn. E1 jarabe residual se sech y se cristalizh de clorofor
mo-metanol (1:1). Se obtuvieron 16.5 g (54,3%) de (I) en forma de agujas
de p.f. 194-2000C, que después de tres recristalizeciones de cloroformo-me
tanol (1:1) dieron 6.5 g (21.4%) de 1,2,6,2',3',4',6' -hepta-O-benzofl-@-
celobiosa (I) como sgujas de p.f. 201-204OC. [cx]::- 7,41 (c, 0.75, cloro

formo).

En el espectro de RMP no se observan sefiales entre & 3.00 y 3.50; en

el espectro IR se observa la presencia del C=0 a 1715 cm'l.

Anflisis calculado para 061H50018: C, 68.31; H, 4L.70
Encontrado: C, 68.55; H, 4.59
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SINTESIS DE LA OCTA-D-BENZOIL-{3 -CELOBIOSA (II)

La 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzafl-(3 ~celobiosa (I) (0,53 g) se di-
solvif en 2,5 ml de piridina anhidra y se benzoil6 con 1 ml de cloruro de
benzoflo. Despufs de 24 horas a temperature embiente se calentf 3 horas a
600C y 30 minutos a 1000C, se enfrif a temperatura ambiente. Se agregf agua
y se extrajo con cloroformo. La solucibn cloroffrmica se lavf sucesivamen-
te con solucibn de fcido sulflrico 0.25 M (3 veces), con solucifin de bicar
bonato de sodio, y con agua. Se secH sobre sulfato de sodio anhidro y se
llevé a sequedad. E1 jarabe residual se disolvif en acetone-metannl (3:7)
y se obtuvieron 0.49 g (83%) de la octg;ﬂ-benznil-ﬁ'—celobinsa (II) en for
ma de agujas de p.f. 147-1490QC; kl]o + 36.50 (c 0.7, cloroformo), Rf
0.52 en el solvente B.

Anflisis calculaedo para CegHs,019° C, 69.48; H, L.6L

Encontredo: C, 69.34; H, 4.51

De las aguas madres cristalizb, otre octe-0-benzofl-celobiosa de
20 '
p.f. 188-1519C y [-ci D + 36.2(c 0,7, clorof‘ormo),{(Lit.‘21 p.f. 188~

1910C; —[0( ]2% + 379 (c l.l; cloroformo

Se disolvif la octa-0-benzo{l-@ -celaobiosa de p.f. 147-1490C en ace-
tona:metenol (3:7) y se la sembrb con el benzoato de p.f. 188-191QC. Se
obtuvo nuevamente el benzosto de p.f. 147-1450QC.

£1 producto de p. f. 188-1919C se disolvib en acetona metal (3:7) y
se sembrf con el benzoato de p.f. 147-1499C. S6lo se obtuvo el benzoato
de punto de fusifn 147-14L9QC.

Ambos benzoetos dimorfos no presentan sefial en el espectro de RMP
entre (> 3.00- y 3.50, y en el espectro IR se observa la sefial del C=0 a
1710 cm-1l.
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SINTESIS DE LA 1,2,6,2',3"',4",6'-HEPTA-0-BENZOIL-3-0-METIL-/3-CELOBIOSA (III)

S5e disolvieron 2.5 g de 1,2,6,2',3',h',6'-hepta—D—benzoil-(‘-celobig
sa (I) en 25 ml de diclorometano y a la solucibn enfriada a 09C se le agre
gb 0.3 ml de trifluoruro de boro eterato, y luego, lentamente y agitando,
una solucibn de diazometano en diclorometano obtenida a partir de 16 g de

. . 1
nitroso metil urea.so

Este procedimiento se repitif siete veces controlando por cromatogra-
fia en capa delgada la desaparicifin de la 1,2,6,2',3',h',é‘-hepta-ﬂ—benzoil-

-@-celobiosa (I). Se concentrf la solucibn cada dos metilaciones.

Después de 48 horas a +59Cse filtrb el polimetileno y le solucifn se
concentrf hasta consistencia de jarabe; se agregf 1 ml de metanol y se
concentrf nuevemente a sequedad. Se tomb6 el jarabe con 40 ml de etanol ab-
soluto calentado a 609C. Después de 3 dias a temperatura ambiente cristali
z6 (II1), el sBblido se filtr6, se lavb con etanol absocluto helado y se se-
c en desecador. Se obtuvieron 1.96 g de (III) en forma de agujas de p.f.
120-1220C que por cromatograffa en S{lica Gel con el solvente A mostraban
una Gnica mancha. De las aguas madres se obtuvieron 0.90 g mas de produc-
to con las mismas constantes fisicas que el enterior; rendimiento total

2.86 g (9u%).

Se recristalizf de cloroformo-metanol (4:1) y se obtuvieron 2.35 g
de (III) (77%) en forma de agujas que después de secadas en alto vacio
dieron p.f. 121-12309C; [c(]lo -71.2 (c 0.8, cloroformo).

En el espectro de RMP se observa la sefial de DCH3 a () 6.41 y no se
observan sefiales entre ?5 3.00 y 3.50; en el espectro IR aparece el

C=0 a 1715 cm t.

Anflisis calculado para 862H52018: C,68.63;H,h.79;DCH3,2.85.

Encontrado: C,BB.B?;H,b.9h;DCH3,2.6h.
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'SINTESIS DE LA 3-0-METIL-CELOBIDSA (IV)

Se suspendieron 650 mg de 1,2,6,2',3',4',6'-hepte-0-benzof{l-3-0-metil-
-(3—celobinsa (III) en 50 ml de metanol y se agregB metbxido de sodio 0.3 N
hasta pH 9, agitando esporfdicamente y manteniendo el pH en 9 por sucesivos
agregados de metfxido de sodio 0.3 N. Despufs de 4 dfas se disolvif total-
mente. Se neutralizé con resina Amberlite IR 120 (HY), se filtr6 y se elimi
nbd el solvente por destilacibn a presibn reducida. Se obtuvo un jarabe ama-
rillo &mbar que por cromatogreffa en papel, revelado con los reactivos I vy
II mostr6 la presencia de trazas de celobiosa: Se purificf por cromatogra-
ffa descendente sobre papel Whatman 3MM, eluyendo durante 48 horas para lo
grar una mejor particibn. Se aislaron 0.094 g (4L4.5%) de 3-O-metil-celobio
sa (IV) cromatogr&ficamente pura en forma de un jarabe &mbar de Rf 0.19 en
el solvente C, gue luego de secedo a slto vacio d16[°( ]g’ 4+ L4L0.1 (equil.

c 0.85, agua).

Anflisis calculado para: C13H2h011: C, 43.82; H, 6.74
Encontraedo: C, 43.21; H, 6.79
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SINTESIS DEL 3-0-METIL-CELOBIITOL(V) Y SEPARACION DE LOS PRODUCTOS DE SU
HIDROLISIS

Se disolvieron 94.1 mg de 3-O-metil-celobiosa (IV) en 1.5 ml de agua
y se agregeron 15 mg de borohidruro de sodio previamente disueltos en 1 ml
de agua. Después de 2-% horas se destruyf el exceso de borohidruro con resi
na Amberlite IR 120; se filtrf y lavf repetidas veces la resina. La solu-
cibn se evaporbf a sequedad a presifn reducids, agregando metanol y evaporan
do varias veces para eliminar el f&cido bfrico. Se obtuvieron 92.7 mg (98.1%)
de 3-O-metil-celobiitol (V) como un jarabe de X 2°+ 19.9, (c 1,15, agua)
gue por cromatografia en papel revelando con-reactivo III di6é una Gnica man

cha de Rf 0.20 en el solvente C.

Se disolvieron 90 mg del 3-0-metil-celobiitol en 3.5 ml de Acido clor-
hidrico 0.25 N y se calentaron en bafio marfa hirviente durante &4 horas. La
solucifin enfrieda se neutralizb con resina D-Acidite G (HD™), se filtr6 y
se lavb. La solucibn se concentrf a presibn reducida. Por cromatograffa en
papel en el solvente C y corrido contre sustancias patrfn se observaron
dos manchas al revelar con los reactivos I y II. La mancha de Rf 0.27 corres
pondia @ la D-glucosa y la mancha de Rf 0.51 correspondfa al 3-0-metil-D-
glucitol (VII).

Los productos de hidrflisis se separaron por cromatograffa descendente
sobre papel Whatmen 3MM y se obtuvieron 55 mQ de 3-0-metil-D-glucitol (VII)
como jarabe de color &mbar, [ o< ]E? +17.29 (c 1.08, agua) i}it.'“
[ X )i; + 16.12 (c 6.5, agua) y 35 mg de D-glucosa, [ o ]6 + 53.40

. L. 182
(equil. ¢ 0.97, agua); {th. [ ot]g° + 52.20 (equil. agua)}



SINTESIS DE LA 3-0-METIL-D-GLUCOSA (VI)

La 1,2;5,6-di-O-isnpropilidén-D-giucosa se sintetizé segln la técnica
descripta por Irvine y scott'™ . El compuesto recristelizado se obtuvo con
51% de rendimiento con p.f. 103-1050C,[o(] -179 (c 6.4, agua),{l_it.153

D

p.f. 110-11108.[0(]-18.50 (c 5, aguaa.
)
Se disolvieron 10 g, del producto obtenido en 17 g de ioduro de meti

lo, se agregh 1 ml de acetona y 14 g de 6xido de pleta seco y se reflujb
la mezcla de reaccifn durante 2 horas. Se agregaron 60 g mhs de iodurao de

metilo y 48 g de 6xido de plate y se reflujaron 8 horas.

La mezcla de reaccifin se extrajo con éter y la fase etérea, secada
sobre sulfato de sodio anhidro, se evaparﬁ. Se obtuvieron 7.16 g de
3-0-metil-1,2;5,6-di-0O-isopropiliden-D-glucosa en forma de un jarabe cro
matogr&ficamente homogéneo en placa delgada.

El producto de reaccifin se disolvif en 112 ml de metenol-agua (1:1)
y se calentf con 1.4 ml de fcido sulflirico concentredo durante 3 horas
en bafio mar{a. Se neutralizb con resina De Acidite G (HD”), se concentrb
hasta la consistencia de un jarabe y se agregd metanol. Los cristales for
mados se filtraron, se lavaron con metanol y se abtuvieron 2.938 g de la
3-D-metil-D-glucosa (VI) (57.8%) de p.f. 157-1580C, (Lit.'®™ p.f.
160-161QC).

SINTESIS DEL 3-0-METIL-D-GLUCITOL (VII)

Se disolvieron 230 mg de 3-0-metil-D-glucosa (VI) en 3 ml de agua
y se agregaron 39 mg de borohidruro de sodio en 2 ml de agua. Desplies de
3 horas se neutraliz6 con resina IR 120 (HY) y se concentrf la mezcla de
reaccifin varias veces con metanol. Se obtuvieron 189 mg de 3-0-metil-D-
glucitol (VII) (81%) en forma de jarabe de [o(] + 160, (c 1, agua)
{(Lit.’ﬁ [o( ] p * 16.19C (c 6.5 agua)}. b
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AMONOLISIS DE LA 1,2,6,2',3',4',6'-HEPTA~0-BENZOIL- 3-CELOBIDSA (I) Y
SEPARACION DE CELOBIOSA y 6-0-BENZOIL-CELOBIOSA (VIII).

Se disolvieron con agitacibn 100 mg de 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-ben
z0f1-(>-celobiosa (I) en 25 ml de amonfsco metanflico 16%. La solucibin se
dejé 24 horas a temperatura ambiente, se eveporf el solvente a presifin Te

ducida y se eliminf la benzamida por sublimacibn en alto vacio.

Se obtuvieron 44.8 mg de un jerabe que, por cromatografia en papel,
corrido contra sustancia patrfn y revelado con el reactivo (I), mostrf uni
camente la presencia de celobiosa y 6-0-benzail-celobiosa (VIII). E1 jera
be se cromatografifé por la tfcnica descendente sobre papel Whatman 3MM vy
se obtuvieron 24.6 mg (59%) de 6-0O-benzafl celobiosa (VIII) y 12.7 mg
(39.5%) de celobiosa. _

Le 6-0-benzofl-celobiosa (VIII) presentaba un Rf de 0.58 en el sol-
vente C, y[cx ] D *+ 31.30 — + 43.79 (equil. c 1, agua) vy | X D * 29.60
121 ‘
(c 0.7 metanol). {Lit. [0(] D+ 340 o 4 4L4LO (equil., c 1, agua)| .

La celobiosa presentaba Rf 0.50 en el solvente C vy [CK] D * 34,79
152
(equil., c 1.2, agua) {-Lit.5 [cx ] D+ 352 (equil. agua)} .



BENZOILACION DE LA CELOBIOSA

La celobiosa se benzoilf en las condiciones descriptas por Takeo vy

123

Okano para la benzpoilacifn de la maltosa.

Se disolvieron 20 g de celobiosa en 800 ml de piridina anhidra, la sgo
lucibn se enfrif a -40QC en bafio de acetonq/%nhidrido carbfnico y se agre-
garon 69 ml de cloruro de benzoflo gota a gota durante 30 minutos, mante-
niendo ia temperature y agitando la mezcla de reaccifn. La reaccibn se mantu-
vo luego 1 hora s -30Q, 2 horas a -209C y 20 hores a 0O9C. Se agregaron
400 ml de agua y la solucifn se acidific6 con fcido sulflrico al 10% y se
extrajo con diclorometano (8 veces con 100 ml c/u). La solucifn de diclo-
rometano se lavb 6 veces con stnq 10%, luego con esgua y posteriormente se
agitf durante 3 horas con solucifin saturada de bicarbonato de sodioc. Se de
canth la fase de diclorometano, se lavf con asgua, se secé con sulfato de so

dio anhfidro y se concentr6.

Se obtuvieron 49.3 g de producto crudo de p.f. l144-1499C. Una alfcuo-
te del producto de reaccifn (0,933 g) se cromatografif por una columna de
100 g de Silicic scid Mellinckrodt mesh 100, de 3,5 cm de difmetro, con ben

ceno-acetato de etilo (98:2), eplicando la técnica de cromatograffa "flash"'®

Se recogieron 55 fracciones de 15 ml caeda una, las cuales previo con-

trol por cromatogreffa en placa delgads se egruparon en:

fracciones 1-24, 0.4473 g ¢ octa-0-benzofl- P-celobiosa (II).

fracciones 25-32, 0.2207 g° octe-0-benzofl-{? celobiosa (II) con hepte-0-
benzo{l-@ -celobiosa (I),

fracciones 33-42, 0.0422 g:(I),(ID) y restros de otros compuestos.

lavado de la columna: 0.0117 g.

De la fraccifin 1-24 disuelta en escetona-metanol (3:7) cristaliz6 el
compuesto (II) con p.f. 147-1509C vy [ (%4 ]3’+ 33.1 (c 0.9, cloroformo) vy
de aguas madres se obtuvo el octe-0-benzoato dimorfo de p.f. 191-194QC y
[ ] + 310 " (c 1, cloroformo). { Lit.'' p.f. 1ss-1910C, [ 1% + 379c

(t 1,1; cloroformo).
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Las fracciones 25-32 se élamatografiaron en place delgada semicuanti-
tativa contra sustencias patrbn e indicaraon ls presencia de un 50% del octa
benzoato (II) y 18% del heptabenzoato (I).

El rendimiento en l81,2,6,2',3',4',6" hepta-U-benzoil-fb-celobiusa (I
es del 5% y de la octe-O-benzofl-/-celobiosa (II) del 60%.



SINTESIS DE LA 1,2,6,2',3',4',6'-HEPTA-0-BENZOIL- O -LACTOSA (IX)

En 480 ml de solucifn de hidrfxido de sodioc al 20%, previamente enfria
da en bafio de ague hielo, se disolvieron 10 g de lectosa. A dicha solucibn
se agregeron, con agitacibn y enfriamiento, 55 ml de cloruroc de benzoflo,
en fracciones de 5 ml. Después de conclufdo el agregado se continuf la agi
tacibn durante 15 min., con lo que se produjo le solidificacifn de la mez-
cla de reeccifin; se disgregb el sflido y se egitf fuertemente hasta que la
reaccifn dejb de ser exotérmica (aproximadamente .30 minutos). Se mantuvo
con agitacifin ocasional durante media hora, se dejé una hora a temperatura
ambiente, se diluyb con 1 litro de egua fria y se filtr6 el sblido, lavén-
dolo con abundente agua frfa hasta neutralidad. Después de secado se obhtu
vieron 27.03 g de un sblido que se extrajo 5 veces con 100 - 150 ml de me-
tanol hirviente. El jarabe residuasl cristaelizf de cloroformo - metanol
(1:1) y se obtuvieron 12.7 g (40,5%) de agujas de Pf. 190-1929C, que des-
pués de tres recristalizaciones de la misme mezcla de solventes dieron
7.52g (24%) de (IX) de p. f. 196-1970C; [ o¢ ];°+ 71.2 (c 1.2; clorofor

mo).

En el espectro de RMP no se observan sefiales entre G 3.00 y 3.50;

en el espectro IR se observa la presencia del C=0 a 1710 em=1.

Anflisis calculado para C61H50018: C, 68.31; H, 4.70.

Encontrado: C, 68.10; H, 4.69.
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Espectro de RMP de la 1,2,6,2',3',h',6'-hepta—0-benznilf/3-lactosa (IX).
(60 MHz)
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SINTESIS DE UCTA-D-BENZUIL-(S-LACTUSA (X)

Dos gramos de l,2,6,2',3',h',6'-hepta—D-benzoil-(3-lactosa (IX), se
disolvieron en 5 ml de piridina anhidra y se benzoilaeron con 1,5 ml de clo
ruro de benzoflo. La mezcla de reaccifin se calentf 2 horas a 502 y 30 min.

a 902 luego se enfrif y se disolvib en 50 ml de cloroformo.

La solucifn clorofdrmica se lavl con solucifn frf{a de fcido sulflrico
0.5 M (5 veces), con solucibn saturade de bicarbonato de sodio y luego con
agua. Se sech sobre sulfato de sodio anhidro y se llevb & sequedad. Se re-
cristalizb de acetona-metanol (2:1) y se obtuvieron 2.05 g (93%) de la octa-
O-benzofl- A-lactasa (X) en forma de prismas rectangulares de p.f. 140-1429C,
[ = ¢ ]g)+ 38.192 (c 0.9; cloroformo).

Anflisis calculado para CGBHSQDIQ: C, 69.48; H, L.6L.
Encontrado: C, 69.20; H, 4.73

En el espectro de RMP no se observan sefiales entre 6 3.00-3.50; en

el espectro IR eparece le sefial del C=0 a 1710 em L.
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Espectro de RMP de la acte-0-benzoil-f3-lactosa (X). (60 MHz)
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SINTESIS DE LA 1,2,6,2',3',4',6'-HEPTA-0-BENZOIL-3-0-METIL-/3-LACTOSA (XI)

El compuesto (IX) (3 g) se disolvif en 20 ml de diclorometano y a la
solucibn enfriada a 02 C se le agregd 0,3 ml de trifluoruro de boro eterato,
y luego lentamente y egitando una solucibn de diazometano obtenida a partir

de 16 g nitroso metil urea > . -

Este procedimiento se repitif 7 veces, controlando por cromatografia
en placa delgada la desaparicibn de 1a 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzofl-
-{-lactosa (IX) y concentrandoc la solucifn cada dos metilaciones. Después
de 24 horas a + 59 se filtr6 el polimetileno y la solucifn se concentrf
hasta consistencia de jarabe; se agregaron unas gotas de metanol con lo cual

se inicif la cristalizacibn.

Se obtuvieron 1.873 g de (XI) como un sblido de Pf. 195-1979C que por
cromatograff{a en Sflice Gel con solvente A daba una sola mancha; de las
aguas madres se obtuvieron 0.93 g mbs de producto con las mismas constantes
figicas que el anterior, que se reunieron y se recristelizaron de clorofor-
mo-metanol (80:20) dando 2.60 g (B86%) de (XI) en forme de agujas gque des-
pués de secadas en alto vacfo dieron p.f. 203-2060C; [ o ]i; + 52.9

(c 0.89; cloroformo).

En el espectro de RMP aparece la sefial del DCH3 a G 6.35 y No apare-

cen sefiales entre G 3.00 y 3.50; en el espectro IR eparece la sefial del

C=0 a 1715 cm L.

Anflisis calculado para CGZHSZDIB: C, 68,63; H, L4L.79; OCH5, 2.9
Encontrado: C, 68.69; H, L4L.73; OCH3, 2.8.



93

il-/3-lac
{1-3-0-metil~
P de 1a 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzo
RM e v 2y
Espectro de
tosa (XI). (60 MHz)



94

SINTESIS DE LA 3-0-METIL-LACTOSA Y SU HIDROLISIS A D-GLUCOSA Y 3-0-METIL-D-
GLUCOSA (VI).

El compuesto (XI), (860 mg) se suspendif en 60 ml de metsnol y se agre
g6 metbxido de sodio 0.3 N hasta pH 9. El compuesto (VI) es poco soluble en
metanol y se observa su solubilizacifn e medide que progresa la reaccifin.
Se mantuvo el pH a 9, por sucesivos egregados de metbxido de sodio y se can
trol6 la desbenzoilacibn por placa delgada.~La mezcla de reaccifin se neutra
1iz6 con resina Amberlite IR 120 (H+), se filtr6 la resina, se lavf y la so
lucifn se llevé a sequedad. El producto de desbenzoilacibn se purifich por
cromatograffa en papel Whatman 3 MM y se obtuvieron 240 mg de 3-0-metil-lac
tosa (XII) (85%) en forma de un jerabe, gue despufs de secado en alto vaclo
ai6 [ <] + 60.1 (c 1.2, agua).

La sustancia obtenida se disolvi6 en 5 ml de &cido clorhfdrico 0.25 N
y se calent6 a ebullicibn suave durente &4 horas. Se neutralizf con resina

De-Acidite G (HO™) y se llevf a sequedad.

Por cromatograffa en papel, empleando el solvente C, y por revelado
con los reactivos I y II se observaron las manchas, correspondientes a D-ga
lactosa y 3-0-metil-D-glucosa (VI), comparéndolas con sustancies patrén.

El total del jerabe obtenido se fraccion§ por cromestografia sobre pe-
pel Whatman 3MM y se obtuvieron 133.5 mg de D-galactosa de [°(:|2[; + 79.59
(equilibrio, c 1, agua) Lit:u'[cx zg + 80.59 (equilibrio, agua)} y 85
mg de 3-0-metil-D-glucose (VI) de [o( 23 + 55.6 (equilibrio c 0.9, egua),
[_Lit.‘“[O( ]zg + 55.50 (equilibrio, agua)) .
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SINTESIS DE LA FENILOSAZONA DE LA 3-0-METIL-D-GLUCOSA (XII)

Se preparf el compuesto (XII) segln la técnics de Uarghaﬁ‘.

La 3-0-metil-D-glucosa (VI) (50 mg) se disolvif en 0.5 ml de agua;
se agregaron 0.l ml de &cido acético y 0.15 ml de fenil-hidracina y se
calentf en bafio de agua durante medie hore. La fenilosazona se separf caomo
un aceite gue solidifich r4pidamente sl enfriar. Se filtr6, se lavb con
fcido acftico dilufdo al 10% y se recristaslizf de etanol: agua (1l:1). Se
obtuvo la 3-0-metil-D-glucosa fenilosazona (XII) como agujas de p.f.
171-1730¢; [ ¢ '~ 42.12 (c 0.2, etanol); {nt."‘ : p.f. 176-1770C;

[ X ]5° -41.69 (c 1.08, etanol)}.



AMONOLISIS DE LA 1,2,6,2',3',4"',6'-HEPTA-0-BENZOIL- A-LACTOSA YV SEPARACION
DE LACTOSA Y 6-0-BENZOIL-LACTOSA (XIII).

Veinte gramos de la 1,2,6,2',3',h',6'-hepta-0-benzuil-f5-lactnsa (IX)
se disolvieron con agitacifn en 500 ml de amonf{aco metanblico 16%. La solu
cifn se dej6 24 horas a temperatura ambiente, se evaporb a sequedad y se
extrajo con acetato de etilo; el residuo se disolvib en la menor cantided
posible de agua caliente y se agregb etanol hasta obtener una solucibn eta
nblica sl 80% y se dejé a temperatura ambiente. La lactosa que cristalizb
se filtrb y las aguas madres se llevaron a sequedad y se extrajeron con
acetato de etilo. El1 insoluble en acetato de etilo se tombf con agua-etanol
nuevamente y este procedimiento se repitib varias veces obtenifndose 3.37 g
de lactosa PF 219-2200C; [ ]ifi-ss.un (equilibrio, c 1.2, agua);{’litfsz
[0(]E:+ 55.39 (equilibria, agua{} . Las aguas madres evaporadas dieron Lg
de jarabe que se cromatografifi en una columna de celulosa Whatman CFM de
L cm x 70 cm sembrando el jarabe disuelto en 20 ml de butanol - etanol -
agua (5:2:2), eluyendo con el mismo sistema de solventes y recogiendo frac

ciones de 15 ml cada una.

De las fracciones 1-48 y de las fracciones 81-300 se obtuvieron l.44 g
de lactosa. E1 rendimiento en lactosa es de 4.81 g (75.2%). De las fraccio-
nes 53-80 se obtuvieron 1.79 g (21,4%) de 6-0O-benzof{l-lactosa (XIII). Este
producto se recristalizf de 2-propanol obtenifndose un polvo blanco emorfo
gue comienza a ablandarse a 759C y funde con descomposicibn a 1250C;
[0(]7;4 55.62 (equilibrio, c 0.9, metanol).

Anflisis calculado para C19H26012: C, 51.12; H, 5.87.
Encontrado: C, 51.17, H, 6.09.
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OXIDACION DE LA 6-0-BENZOIL-LACTOSA (XIII) CON PERYODATO DE SODIOD

6-0-Benzof{l-lactosa (XIII)(3.0 mg, 6.72/}Lm01) se disolvieron en 4 ml
de solucifn de periodato de sodio 17 mM. Se tomaron muestras cada hora y
se midi6 el consumo de periodeto a 222.5 m 1i5 vy la obtencifin de formal-
dehido con 4cido cromotrfpico a 570 Q/Lﬁ?en un espectrofotfmetro Beckman

DU. Los resultados se indican en la tabls 1.

TABLA 1
tiempo (horas) moles IO, Ne formaldehido
consumido moles

2.6 —_
2.6 o
3.2 0

10 3.b —_

26 L.O —_—

Le 3.8 o

72 5.0 —




HIDROLISIS DE LA 6-0-BENZOIL-LACTOSA (XIII) Y SEPARACION DE D-GALACTDSA Y
6-0-BENZOIL-D-GLUCOS5A (XIV).

En un bafio marfa a ebullicifn se calentaron 187 mg de 6-O0-benzofl-lac
tosa (XIII) con 5 ml de fcido clorhidrico 0.25 N, controlando cromatogréfi
camente cada media hora el curso de la reaccibn, que se completh despubs de

L horas.

La solucifn se neutralizf con resina De-Acidite G (OH ) y se concentrb;
el jarabe obtenido se cromatografif sobre papel, revelando con los reacti-
vos I y II. Se detectb la presencia de galactosa y 6-0-benzof{l-D-glucosa
(XIV). Estos dos componentes se separaron por cromatografia sobre papel
Whatman 3MM obteniéndose 4O mg de D-gelactosa; [CK ]ub + 80.20 (eqguil.,

152[0(]200 + 80.59 (equil,, sgua)’ y 32 mg de 6-0-ben-

c 1.1, agua), ¢ Lit.
157

z0§1-D-glucosa (XIV), [g¢ ]”B + 45.79 (equilibrio, ¢ 0.9, etanol),fLit.
[o( ]”D + 480 (equilibrio, etanol)} .
El compuesto (XIV) ademfs de R2,3,h,G-tetra-U-metil—D-glucusa 0.84

en butanol-etanol-agua (5:1:4),como el informado en Lit.'%e .
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SINTESIS DEL 6-0-BENZOIL-LACTITOL (XV) POR REDUCCION DE LA 6-D-BENZOIL-
LACTOSA (XIII).

Se disolvieron 204,1 mg de 6-0-benzofl-lactosa (XIII) en 3 ml de agua
y se agregaron 33.6 mg de borohidruro de sodio previamente disueltos en
1.7 ml de agua. Despufs de 3 horas se destruyf el exceso de barohidruro
con resina Amberlite IR-120; se filtr6 y lavl la resina y se evaporf a se-
guedad varias veces con metanol para eliminar el Bcido bbrico; se obtuvie
ron 194 mg (97%) del 6-0-benzofl-lactitol (XV), como un jarabe de
c‘]zg + 28.7 @ (c 0.88, agua), que por cromatograffa en papel, revelan-

do con el reactivo III mostrd una sola mancha de Rf 0.57.

An&lisis celculado para 819H28012: C, 50.89; H, 6.29.

Encontrado: C, 51.10; H, 6.60.
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AMONOLISIS DE- LA, 6-BD-BENZOIL-LACTOSA (XIII)

En 2 ml de amonfaco metanflico 16% se disolvieron 10 mg de 6-0O-ben-
zofl-lactosa (XIII) y se tomaron muestras cada 6 horas que se cantrolaron
cromatogr&ficamente revelando con los reactivos I y II. A medida que dis-
minufa la intensidad de la mancha correspondiente a la 6-0-benzofl-lacto-
sa (XIII) se intensificaba la de la lactosa. Después de 96 horas se comprg
bé la desaparicién totel de la mencha correspondiente a la 6-D-benzofl-

lactosa (XIII) observéandose solamente la correspondiente a lactosa.
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AMONOLISIS DE 6-0-BENZOIL-LACTITOL (XV)

En 2 ml de amonfaco metanflico 16% se disolvieron 10 mg de 6-0-ben-
zofl-lactitol (XV). Se sembraron muestras cada hora y se controlf la reac
cibn por cromatografia en papel, revelando con los reactivos I1I y III.
Después de 5 horas desapéreciﬁ totalmente la mancha correspondiente a
6-0-benzofl-lactitol (XV) observéndose solamente la correspondiente sl

lactitol,
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BENZOILACION DE LA MALTOSA

En 480 ml de solucifn de hidr6xido de sodio al 20%, previamente en-
friada a + 50C, se disolvieron 10 g de maltosa. A dicha solucifn se agre-
garon, con agitacibn y continuo enfriamiento, 55 ml de cloruro de benzqi
lo, en fracciones de 5 ml, Después de conclufdo el agregado, se continub
la sgitacifn durante 15 minutos, con lo cusl se produjo la solidificacifin
de la mezcla de reaccibn. Se disgregb el sblido y se agité fuertemente
hasta que la reaccifn dejb de ser exotérmica (aproximadamente D.5 horas).
Se mantuvo con agitacifn ocasional durante media hora, se dej6 una hora
a temperatura ambiente, se diluyf con 1 litro de egua fria y se filtr6
el sblido, lavéndolo con abundante agua frfa hasta neutralidad. Se obtie
nen 20.5 g de sblido formedo por 1,2,6,2',3',4',6'-hepte-0-benzofl-/3 -
maltosa (XVII) y octa-D-benzoIl—/3;maltosa (XVI), y que por sucesivas ex-
tracciones con metanol caliente se solubilize todo y al-enfriar se separa

como jarabe.

Una alficuota de esta mezcla (1.0 g) se cromatografif por una columna
"flash" de 70 g de Silica Mallinckrodt, mesh 100, de 3,5 cm. de difmetro
y se dessrrollf con benceno-acetato de etilo (97/3), colectando 25 frac-
ciones de 18 ml cada una. Después de su cromatograffa en placa delgada se

reunieron las fracciones de igual composicibn:

Fracci6n 2-3: 0.3312 g octe-0-benzof{l-/3-maltosa (XVI)
Freccibn 4-6: 0.1681 g octa-0-benzofl-/3 -meltosa (XVI)

hepta~0-benzofl-3 -maltosa (XVII), en relacibn 53:42.
Fraccifn 7-25: 0.2140 g hepta-O-benzofl-/A-maltosa (XVII).

La octe-0-benzofl-/ -maltosa (XVI) obtenida (59% del producto croma-

tografiado y que corresponde a un 18,4% del rendimiento total) tenia Rf

’ 20
D.77 en bencenc-acetato de etilo (9:1) |Lit'?® Rf 0.75] y [o(] o + 68,9

20
(c 1, cloroforma) {(Lit.122 [o< J p + 67.69 (c 1, claroformo)}. La
1,2,6,2',3',4',6"-hepta-0-benzoil-3 -maltosa (XVII) obtenida (40% del pro

ducto cromatografiado que corresponde a un 13,7% del rendimiento total)

1
tenfa Rf 0.58 en benceno-acetato de etilo (9:1) Lit. 2* Rf D.5B} y

20

[O( ]23 + 48.79 (c 1, cloroformo) {Lit."ﬂ[cx] D * 49.08 (c 1, cloroformo)j .
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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objeto la sintesis de disachridos par-
cialmente benzoilados por reacclones gque no requirieran sucesivas etapas
de proteccibn y desproteccifin. Se encontraron las condiciones experimen-
tales que permitieron obtener la 1,2,6,2',3;}b',6'-hepta—0-benzoilf/3-qg
lobiosa y la 1,2,6,2',3',h',6'-hepta-D-benzoil-/3—lactosa can rendimien-
tos satisfactorios y posibilitaron la separacibn de manera sencilla de la
mezcla de los mismos con otros derivados benzoilados formedos tambifn du

rante la reaccibn.

Por metilacifn e hidrflisis se demostraron las posiciones de los hi

droxilos sin benzoilar en ambos compuestos.

Se formulan hipbtesis sobre los posibles factores que pueden influir
en la formacibn de 18 1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzoil-B-celobiosa y la

1,2,6,2',3',4',6'-hepta-0-benzofl-/3-lactoss.

Los hepta-0-benzoflos de celobiosa y de lactosa obtenidos se sometie
ron a8 la reaccifn de amonblisis. En las mismas no se pudieron detectar
N-benzo{l-aldobiosilaminas ni 1,l1-bis(benzemido)-l-desoxi-albobiitoles y
en cambio se aislaron los disachlridos y sus correspondientes 6-0-benzoil-

derivados.

Se analiz6 la influencia de los grupos benzo{lo de diferentes posi-
ciones en la formacifin de los productos nitrogenados y se formulf una po-
sible estructura que estabilizaria el grupo 6-0-benzoflo en la 6-0-ben-

zofl-celobiosa y en la 6-0-benzof{l-lactosa.

Se comprobf la estabilidad de los grupos 6-0-benzof{lo de la 6-0-ben

zof{l-celobiosa, y 6-0-benzofl-lactoses respecto al mismo grupo en el
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6-0-benzofl-celobiitnl, el 6-u-benzofl-lactitol, la 6-0-benzofl-D-glucosa

y el 6-0-benzof{l-D-glucitol frente a8 la amonflisis y se postulan las posi-

bles interacciones que darfan lugar a la diferente estabilidad observada.

Esta tesis se divide en los siguientes capf{tulos:

Cap{tulo

Capitulo

Capitulo

Cepitulo

Capitulo

/////é P =

1.

L.

Contiene el res(men sobre las reacciones de benzoilacibn de
monosachridos, con especiasl énfasis en las condiciones de reac
cifn y reactivos que pudieran der aslguna selectividad a esta

reaccibn.

Consiste en une revisifn bibliogréfica de los métodos de meti
lacibn en el campo de los hidratos de carbono, ya que aplica-
mos esta técnica a la demostracibn de la posicifn del hidroxi

lo libre en los hepta-D-benzoatos obtenidos en este trabajo.

En €1 se agrupan los antecedentes sobre benzoilaciones de di-
saclridos descriptos en la literatura y se discuten dichos re
sultados comparativamente con los resultados obtenidos por no

sotros.
Se presenta la parte experimental del trabajo.

Se presenta la revisibn bibliogréfica.
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