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v. RESUMEN

En este estudio se evalud experimentalmente el calor de disolucién de diferentes carbohidratos
tales como el 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo y 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-
galactopirandsido de metilo con diferentes disolventes aromdticos. Las entalpias de solvatacion
en benceno son -78.8 + 3.9y -88.7 £ 5.5 kJ mol™ para cada carbohidrato, respectivamente, y
estos valores arrojaron una energia de interaccion CH-nt de 9.9 kJ mol™. Por otro lado, al
estudiar por RMN los efectos de adicionar benceno a soluciones de cloroformo de los dos
carbohidratos, se observd que en efecto existe un reconocimiento entre las especies en la
solucion ya que el benceno interacciona especificamente con los &tomos de hidrégeno del anillo

de piranosa en las posiciones 3, 4y 5 localizados en la cara a del B-galactdsido de metilo.

Al comparar las mediciones experimentales de la energia asociada a esta interaccion con
los resultados de cdlculos tedricos, previamente obtenidos en el grupo de trabajo, fue posible

determinar la existencia de interacciones CH-mt entre los carbohidratos y derivados bencénicos.
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vi. ABSTRACT

In this study, we evaluated the experimental heat of dissolution of different carbohydrates, such
as methyl 2,3,4,6-tetra-O-methyl-a-D-mannopyranoside and methyl 2,3,4,6-tetra-O-methyl-B-D-
galactopyranoside with different aromatic solvents. For each carbohydrate the solvation
enthalpies in benzene were - 78.8 £ 3.9, and - 88.7 £ 5.5 kJ mol™, respectively, and these values
yielded a CH/7 energy of interaction of 9.9 ki mol™. In addition, NMR studies of the effect of the
addition of benzene to chloroform solutions of the two carbohydrates showed that benzene
specifically interacts with the hydrogen atoms of the pyranose ring at positions 3, 4, and 5

located on the a face of the methyl-B-galactoside, so it is, in fact, able to recognize it.

By comparing the experimental measurements of the energy of interaction with
theoretical calculations, the latest previously reported for this working group, it was possible to

determine the existence of CH-7 interactions between carbohydrates and benzene derivatives.
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1. INTRODUCCION

La interacciéon CH/m, en la cual el grupo CH es alifatico, aromatico, vinilico, acetilénico, etc., es
una de las interacciones mds débiles conocidas. Sin embargo, esta interaccion es muy
importante, (1) pues contribuye de manera significativa a la estabilidad total de las estructuras
de las proteinas, (2), (3), (4) el reconocimiento selectivo y la afinidad de enlace entre las
proteinas y los ligantes, (5), (6), (7) la preferencia conformacional del ADN; (8) asi como a la
estereoselectividad de las reacciones organicas. (9), (10) Por lo tanto, determinar la energia que

caracteriza a esta interaccidén es muy importante.

Las interacciones CH/m han sido investigadas cualitativamente a través de estudios de
mutacion de proteinas, (11) espectroscopia de IRy RMN, (12), (13), (14) analisis cristalografico

por rayos-X, (15), (16) y por métodos computacionales. (17), (18), (19)

Sin embargo, la cuantificacion de una interaccién débil normalmente no es facil y por lo
tanto existen solamente algunos reportes de estudios en esta drea, incrementando la relevancia

del presente trabajo. (20), (21)

Mas dificil es aun evaluar la contribucidon de una sola interaccidon no covalente la cual
esta involucrada en un evento bioldgico o quimico especifico. Por lo tanto, el desarrollo de
modelos moleculares simples con el objetivo de evaluar la contribucién de una interacciéon CH/

en los procesos de reconocimiento molecular es extremadamente importante.
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En vista de que gran variedad de acontecimientos bioldgicos, de importancia
fundamental, depende de la interaccion proteina-carbohidrato, en este trabajo se demuestra la
relevancia de medir de manera eficiente una interaccion CH/x, origen del reconocimiento. (22),

(23)

1.1. LaInteraccion CH-it

El concepto de interaccién CH/= se origind en la observacion experimental de que el benceno y
los compuestos aromaticos relacionados, capaces de interactuar con protones, por su alta
densidad electrdnica anular, se disuelven de manera exotérmica en cloroformo; esto debido a la
electronegatividad de los atomos de cloro, que producen un incremento en la acidez del atomo
de hidrégeno, provocando que el cloroformo se comporte como donador de protones. Esta

propiedad se aprovecha en la formacidn del dicloro carbeno. (24)

La interaccién CH/mt es un enlace de tipo puente de hidrégeno débil, que se produce
entre una base blanda y un dacido blando (CH= acido blando y electrones n= base blanda)
originada fundamentalmente por fuerzas electrostaticas, con contribuciones menores
relacionadas con la transferencia de carga. Se caracteriza por aportar una energia de
estabilizacién del orden de 4.2 kJ mol™ y es aditiva si se produce mas de una. Ademas la
interaccién CH/m es dependiente de la geometria molecular, (25), (26) es direccional y es propia
tanto de ambientes polares como no polares (esquema 1). (27) Su estudio permite contribuir al
entendimiento de las fuerzas intermoleculares débiles y es fundamental porque define

propiedades como la conformacién, la selectividad, (10) el reconocimiento quiral, (28) el

10
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empaquetamiento cristalino, el autoensamblaje, las reacciones en estado sdlido, (12) los
cristales liquidos, la quimica de coordinacién y la estructura de proteinas, entre otras muchas.
(29), (30) La trascendencia de esta interaccion en eventos bioldgicos fundamentales ha sido
aceptada recientemente y permite explicar muchos fenédmenos, entre ellos la unién especifica

de ligantes a proteinas. (31), (32), (33), (34)

Como se observa en el Esquema 1 para producirse una interaccion CH/m, el enlace C-H se
debe encontrar en posicion perpendicular a la nube ® y en el caso particular de los
carbohidratos esta interaccién se ve altamente favorecida cuando tres de los H, en la cara o del

anillo de pirano, son axiales (Esquema 1a). (1)

En el sitio de union de proteinas que reconocen carbohidratos como glucosidasas,
glucotransferasas y lectinas, es posible localizar residuos de aminoacidos aromaticos como
triptéfano, fenilalanina, tirosina e histidina, y se ha sugerido que la geometria observada, en la
que el plano del anillo aromatico se encuentra orientado en forma perpendicular a los enlaces
C-H del carbohidrato, es consecuencia de la interaccién estabilizante entre el carbohidrato y los
residuos aromaticos de las proteinas. A esta disposicion se le denomina “empaquetamiento”

(Stacking). (35)

Desafortunadamente, los estudios de difraccidn de rayos X de proteinas de mejor calidad
tienen una incertidumbre de 1.8 A y recientemente se ha alcanzado una resolucién de 1.2 A,
(36), (37) aungue esto, aun, no permite estudiar la interaccién ni definir acertadamente la

geometria de los complejos. (38), (39)

11
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Esquema 1. Geometrias que favorecen la interacciéon CH/r, a) la geometria lineal es la mas favorecida

en la interaccion CH---it;; b) los H en posicion 1, 3 y 5 deben estar orientados hacia la misma cara del

carbohidrato para favorecer una interaccion CH/m; c) en la glucosa, los enlaces C-H del metino

orientados axialmente, participan simultineamente en las interacciones con los carbonos sp® de los

anillos aromaticos

12
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2. ANTECEDENTES

La evidencia de una interaccién molecular débil se puede obtener a partir de diversos tipos de
mediciones, a través de métodos espectrométricos tanto clasicos como modernos, por ejemplo,
el espectro de IR revela la interaccidon especifica de los atomos de hidrégeno asi como la
perturbacion sobre sus modos vibracionales en el complejo molecular y frecuentemente
proporciona evidencia a cerca de la uniéon XH/m putativa. (40), (41) En principio era el método
espectroscépico mas popular para detectar fuerzas moleculares débiles como el puente de

hidrégeno.

Por otra parte, la resonancia magnética nuclear (RMN) evidencia el ambiente electrénico
del atomo de hidrégeno y proporciona uno de los medios mas utiles para detectar interacciones
débiles. Un desplazamiento a campo bajo o alto denota que el hidrégeno estd en una
orientacidn especifica respecto al sistema de electrones 1, de este modo se verifica que el XH
esta complejado con el sistema 1. (42) La dispersidn éptica rotatoria (ORD) o la espectrometria
de dicroismo circular (CD), si son utilizadas de manera adecuada, pueden servir como una
herramienta confiable para estudiar la naturaleza de la interaccidon. (43) Otras técnicas incluyen

métodos clasicos como mediciones termodinamicas, como es el caso del presente trabajo.

Estudios recientes investigan, entre otros, el complejo MeGal-Tolueno (Metil Galactosa —
Tolueno) con la técnica IR ion-dipolo (IRID), estos pretenden asignar bandas originadas por el
complejo en estudio, sin embargo distan de ser una prueba fehaciente de la existencia de la

interacciéon CH/m. (12)
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En la seccién de Titulacidn Anisotrdpica se describirdn ampliamente otros ejemplos del
uso de la *H-RMN para determinar el efecto de electrones rt en el desplazamiento de los 4tomos

de hidrégeno cuando interaccionan de manera inter/intramolecular.

Como antecedente nuestro grupo de trabajo publicd las primeras pruebas de la
naturaleza estabilizante de la interaccion carbohidrato-residuo aromatico. (14) En dicho trabajo
se establece, tedricamente, que el residuo aromatico (benceno) interactua con el carbohidrato

(fucosa) con una energia de estabilizacién de 11.3 kJ mol™.
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OBJETIVOS

General

El desarrollo de este proyecto pretende determinar la energia de interaccién

carbohidrato-compuesto aromatico por métodos termodinamicos experimentales y definir la

geometria de estos aductos dentro de los limites que la resonancia magnética nuclear permite,

para establecer la relevancia de la interaccion CH/x.

Particulares

Obtener el valor energético de la interaccion CH/m a través de la determinacion de la
entalpia de solvatacidn, 4,;H, por métodos calorimétricos.

Determinar la geometria del complejo CARBOHIDRATO-COMPUESTO AROMATICO
siguiendo el desplazamiento de los *H a través de una titulacién anisotrépica seguida por
RMN.

Eliminar interacciones tipo puente de hidrégeno funcionalizando los carbohidratos de
interés con grupos CHs- en lugar de grupos -OH.

Evaluar el efecto de los sustituyentes del anillo aromatico, en la capacidad de llevar a

cabo la interaccion CH/.
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4. PLANTEAMIENTO Y DESARROLLO

DEL PROYECTO

Debido a la supuesta naturaleza estabilizante de la interaccion CH/m, la energia asociada a esta
puede ser determinada por métodos calorimétricos. Como esta interaccién debe verse influida
por la capacidad del sustrato aromatico de donar densidad electrdnica, se puede esperar que
sea mas fuerte cuando se encuentre sustituido por grupos llamados electrodonadores y se

torne débil cuando la sustitucion sea por grupos electroatractores. (1)

Puesto que los carbohidratos naturales presentan la capacidad de formar puentes de
hidrégeno, de energia considerablemente mayor a la de las interacciones de interés (Esquema
2), los carbohidratos se modificaron para que los resultados obtenidos permitan valorar

directamente la energia de la interaccién CH/m.

OR
H o)
HO OR VS

Esquema 2. Otras Interacciones mas fuertes interfieren con la interaccion CH/mt
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La molécula que se utiliza como modelo de referencia, para evaluar la energia de
interaccion es el acetato de metilo (CH3COOCHs), pues esta sencilla molécula cuenta con dos

grupos metilos diferentes, y ambos grupos pueden participar en una interaccién CH/m,

DMSO, NaOH,_(50%)

Y

CH,I,RT, 2h

[3-D-Galactopiranésido 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido
de metilo de metilo

DMSO, NaOH,_ (50%)

Yy

CH,l, RT, 2 h
a-D-Manopiranésido de metilo 2,3,4,6-tetra-0O-metil-o.-D-manopirandsido
de metilo
(0]
e
Pentaacetato de a-D-glucosa Acetato de metilo

Esquema 3. Los carbohidratos peracetilados y permetilados permiten eliminar las interacciones
adicionales posibles (puente de hidrégeno, interaccién n/m), el acetato de metilo es la molécula de

referencia
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Estos nuevos grupos metilo y acetilo (Esquema 3) podrian participar en la estabilizacién
global al interaccionar con el sustrato aromatico. Uno de los retos a resolver es separar las
contribuciones de este tipo, utilizando el acetato de metilo como molécula de referencia
(AcOMe), puesto que empleando la espectrometria de RMN, a través del procedimiento
llamado titulacién anisotrdpica, serd posible determinar los aspectos referentes a la geometria

del complejo.

Con esto y experimentos por separado en los que se determine la energia de las
interacciones R-CO,-CHs--aromadtico y R-O-CHs--aromatico, es posible aislar la interaccién de

interés.

A continuacidn se presentan algunos aspectos relevantes de las técnicas experimentales

desarrolladas.

4.1. Sintesis de los derivados permetilados

Las condiciones mas favorables para permetilar glucdsidos se basan en el método de Hakomori,
(44) en el cual se utiliza el anion CH3SOCH, como una base fuerte. Existen variantes de este
método en donde se emplean otras bases o disolventes, sin embargo en sustratos con
numerosos grupos hidroxilo se requieren de muchos equivalentes de la base utilizada. Por esta
razén, Wang y colaboradores (45) proponen el uso de NaOH en solucién acuosa al 50% y un
disolvente como DMSO. La presencia de agua incrementa la solubilidad del hidréxido de sodio y
mejora la basicidad del medio, logrando asi la alquilacién completa de los carbohidratos con

diferentes halogenuros de alquilo.
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En este trabajo se probaron tanto el método de Hakomori como el de Wang, observando
con el primero, bajos rendimientos, tiempos prolongados de reaccién, demasiados

subproductos y una purificacién extremadamente complicada.

El método establecido por Wang permitid utilizar los a-metil glucopirandsidos
comercialmente disponibles y obtener rendimientos superiores al 95% en tiempos cortos de
reaccion, los inconvenientes se presentaron en el proceso de purificacién, pues a pesar de lo
reportado por el autor, la silice como fase estacionaria en la columna cromatogréfica no resulté
la mas conveniente. Fue necesario realizar algunas variaciones sobre todo en la etapa de
separacion y purificacion. Por ejemplo realizar un lavado con una solucion de Na,S,03; para
eliminar el |, remanente, tratamiento de la fase organica resultante con carbdén activado y

posterior cristalizacion para alcanzar la pureza necesaria.

4.2. Microcalorimetria Calvet

La energia de interaccion CH/m se determind calculando la entalpia de solvatacion de acuerdo a
las Ecuaciones 1y 2. Esta cantidad equivale al calor transferido durante el proceso en el que una
molécula del carbohidrato, en fase gas, se inserta directamente en una esfera de solvatacidn
constituida de moléculas del disolvente aromatico, manteniendo condiciones de temperatura y

presién constantes en el sistema durante todo el proceso.

La cantidad de calor transferido desde el inicio hasta el final de una transformacién

quimica o fisica, a temperatura y presiéon constante, puede ser medida a través de un

19



Importancia de la Interaccion CH/x...

M. en C. Lorena Bautista lbdriez

microcalorimetro, mediante el cual se obtiene una cantidad termodindmica basica conocida

como entalpia.

El proceso de solvatacion y las cantidades requeridas en su medicién se muestran en la
Figura 1. Como se puede observar, el proceso de solvatacién implica llevar el carbohidrato de la
fase cristalina o liquida a la fase gaseosa, involucrando en dicho proceso la entalpia de
sublimacién, As,,H, en el caso de que el carbohidrato sea sélido, o la entalpia de vaporizacion,
AygpH, si se trata de un liquido. La posterior introduccion del carbohidrato, en fase gas,
directamente al seno de la solucién, constituye propiamente el proceso de solvatacién, el cual

lleva a su vez asociado una entalpia de solvatacion, AsyH.

Carbohidrato

(9, 298.15 K)
Sublimacién o Solvatacién
vaporizacion AsovH °(298.15 K)
AspH® (298.15 K) 0
AvapH °(298.15 K)
Carbohidrato AgisH® (298.15 K) Carbohidrato
(croliq, 298.15 K) > (solucion, 298.15 K)

Figura 1. Proceso de solvatacion y cantidades termoquimicas requeridas en la determinacidn de la

entalpia de solvatacidn de los carbohidratos

La Figura 1 también permite ver que la suma del proceso de sublimacion y de solvatacién
lleva al mismo estado final que el proceso directo de disolucién, cuya entalpia de disolucién,
AqisH, se puede medir calorimétricamente. En consecuencia se verifica que para un derivado

permetilado sdlido
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AgisH = AgypH + Agop,H (1)

yen consecuencia,

AgoryH = AgisH + AgypH (2)

Determinar la entalpia de solvatacién de esta manera implica sustraer a la entalpia de
disolucién el efecto energético debido a la ruptura de los arreglos intermoleculares del cristal
y/o del liquido, la energia remanente esta directamente asociada entonces a la interaccién de

las moléculas del carbohidrato con las moléculas del disolvente.

En caso de que el carbohidrato permetilado en estudio sea un liquido, las ecuaciones (1)
y (2) son aplicables siempre y cuando, se sustituya el término As,,H por A,4,H. Las entalpias de
cambio de fase involucradas en este proceso se determinaron por calorimetria diferencial de

barrido (DSC) y el calor de disolucién por microcalorimetria Calvet.

En el caso de los microcalorimetros tipo Calvet, el flujo de calor debido a un proceso
particular (por ejemplo, la disolucién) es detectado directamente por la termopila del
calorimetro, constituida por un arreglo adecuado de termopares. La fraccion de calor
transferida sobre cada termopar (dgj), genera una diferencia de temperaturas (dT;) entre las

puntas del mismo, verificandose que:

o también,

dqj = ydT; (3)
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En esta ecuacién la constante de proporcionalidad y es la conductividad térmica de la
pared de la termopila. La diferencia de temperatura sobre el termopar genera a su vez una

fuerza electromotriz, dfj, siendo estas cantidades proporcionales entre si:

dfjochj

lo cual puede escribirse como:

dfy = edI; (4)

donde ¢ es el poder termoeléctrico del termopar. Combinando las ecuaciones (3) y (4)

obtenemos:

&

af; = ” dq; (5)

La fuerza electromotriz total, F, generada por la termopila es la suma de las fuerzas

electromotrices individuales de cada termopar, en consecuencia:

F =KQ (6)

donde la constante K= g/y, es la sensibilidad del aparato. La ecuacién (6) indica entonces que la
sefial termoeléctrica generada por el calorimetro es proporcional al flujo de calor total, Q,

detectado por la termopila.

Al graficar la sefal termoeléctrica en funciéon del tiempo e integrar el registro
calorimétrico, es posible cuantificar totalmente la cantidad de calor emitida en el curso de una
transformacién quimica o fisica. Un calorimetro que registra el flujo de calor respecto al tiempo

es de gran utilidad para el andlisis de fendmenos fisicos muy lentos como son la adsorcién,
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disolucion, gelatinizacion o cambios estructurales en reacciones organicas lentas, e incluso es

posible identificar una bacteria por su curva termogenética. (46)

En lo que concierne a este proyecto de investigacién, se empled la microcalorimetria
Calvet para la medicién del calor de disolucién de los siguientes compuestos: acetato de metilo;
2,3,4,6-tetra-0O-metil-a-D-manopirandsido de metilo; 2,3,4,6-tetra-O-metil--D-

galactopirandsido de metilo y 2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-glucopirandsido de acetilo. (47)

Los experimentos de disolucion se efectuaron isotérmicamente en un calorimetro Calvet
C80 de la marca Setaram, el cual opera en forma diferencial utilizando dos termopilas como
sensores, constituidos estos de termopares en un arreglo adecuado. La sensibilidad de las
termopilas es de 2 uW 'y se encuentran ensambladas dentro de un bloque calorimétrico con un
control de temperatura de hasta 0.001 K. Cada termopila o sensor permite alojar una celda de
acero inoxidable, que corresponden: una a la muestra y otra a la referencia, ambas con las

mismas caracteristicas y especificaciones descritas en la parte experimental de esta tesis.

4.3. Titulacion Anisotrdpica

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones (RMN) evidencia el ambiente
electrénico del atomo de hidréogeno y es uno de los medios mas utiles para detectar
interacciones débiles. Un desplazamiento a campo alto o a campo bajo en la resonancia del
protén demuestra que el hidrégeno estd en una orientacién con respecto al sistema de
electrones m, de este modo se verifica que el grupo XH estd complejado con el sistema 7. (1) El

desplazamiento a campo bajo se atribuye al efecto del campo eléctrico y la anisotropia
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magnética, los cuales son ocasionados por los pares de electrones libres, sobre el &tomo que
acepta al hidrégeno. Sin embargo, la sefial de resonancia magnética de protén del CHCl; es
conocida por desplazarse a campo alto cuando esta disuelto en disolventes aromaticos. El
fenédmeno ha sido atribuido a los efectos anisotrépicos diamagnéticos de los electrones =«
presentes en el anillo aromatico. Esto es util para indicar la presencia de un tipo especifico de

interaccidn entre un grupo CH y un sistema 7. (48)

En el estudio realizado por Reeves y Schneider se describe cdmo la sefial de resonancia
del protdn del cloroformo se desplazé a campo alto de manera significativa en benceno, tolueno
o mesitileno. Este tipo de desplazamiento de 8¢y en disolventes aromaticos ha sido
ampliamente estudiado y se conoce como desplazamiento inducido por disolventes aromaticos
(ASIS), como se muestra en el modelo de Bovey (Figura 2).

desplaz'amiento
a campc? alto

desplazamiento
a campo bajo

Figura 2. Modelo de Bovey que ilustra la anisotropia magnética del benceno (1)
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en el Esquema 4.
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localizado, en promedio, cercano a o justo arriba del plano del anillo aromatico como se aprecia

Cl
Cl

A

C——Humimn

/
cl

Esquema 4. Posicion del grupo CH, de cloroformo, respecto a la nube it del benceno (1)

La titulacidn anisotrdpica consiste en la adicién paulatina de un sustrato (aromatico para
nuestro caso) a una muestra (por ejemplo, un carbohidrato) de concentracién conocida, las
regiones moleculares de la muestra que interactien preferentemente con las de alta densidad

electronica del sustrato aromatico experimentaran corrimiento a campo alto. La magnitud del

4.4.

corrimiento estd asociada con la intensidad de la interaccién. En los casos en los que no hay
puede establecer con certidumbre la estructura de la supramolécula resultante. (49)

corrimiento diferenciado no se puede hablar de estructura del complejo, pero cuando existe, se

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

En la actualidad, existen dos tipos de sistemas de andlisis térmico diferencial que son los mas

conocidos y utilizados: el analisis térmico diferencial (ATD) y la calorimetria diferencial de
barrido (DSC). La diferencia fundamental entre ambos sistemas es el modo de calentamiento de

la muestra y la sefial detectada. Ambos dispositivos se ilustran en la Figura 3.
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- AT > Sensores
de PT /—\_‘
] | ] |
m r FAV AV LVAVAY L e L
L A, AT ; L | e |
Fuente de calor simple calefactores
ATD clasico individuales
a)Analisis Térmico b) calorimetro Diferencial
Diferencial de Barrido

Figura 3 Sistemas de andlisis térmico

En el analisis térmico diferencial, la muestra a analizar y la referencia son calentadas por
una misma fuente de calor, variando la temperatura. Sus respectivas temperaturas son
medidas, usualmente por termopares, en funcién del tiempo, esto con el fin de detectar
cualquier diferencia AT, que se genere como consecuencia de algin cambio de fase o fendmeno
quimico que experimente la muestra analizada, en cada momento. Se caracteriza por ser una
técnica principalmente cualitativa, que permite detectar si los procesos que ocurren en la
muestra son endotérmicos o exotérmicos e indica la temperatura a la cual tienen lugar estos
cambios energéticos. Cuando se calibra de manera adecuada el equipo es posible convertir el
ATD en una técnica semicuantitativa para poder obtener informacién sobre la cantidad de calor

involucrado en los procesos.
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En contraste, en la calorimetria diferencial de barrido (DSC), la muestra y la referencia
son calentadas por separado, es decir, cada una posee un sistema calefactor individual, lo cual

permite operar bajo el principio de “balance nulo” de temperatura.

En efecto, el control de temperatura del sistema estd dividido en dos bucles distintos; el
primero de ellos controla la temperatura media, de forma que la temperatura de la muestra y
de la referencia aumenta a cierta velocidad predeterminada permitiendo su registro y graficado

en una computadora.

El segundo bucle realiza la operacién del principio de “balance nulo”, el cual consiste en
asegurar que si se llega a producir una diferencia de temperatura entre la muestra y la
referencia, se pueda modificar inmediata y automaticamente la potencia de entrada a cada uno
de los sistemas calefactores, esto con la finalidad de anular instantdneamente dicha diferencia,
por lo que siempre se tendra la certeza de que se mantienen ambos calefactores a la misma
temperatura conforme avanza el barrido de temperatura, siendo la potencia eléctrica invertida
proporcional al calor involucrado en el proceso endotérmico o exotérmico generado en la

muestra en estudio.

La sefial eléctrica producida es enviada a la computadora, donde es graficada en forma
de un registro calorimétrico cuya area es proporcional al calor asociado al cambio de fase,
descomposicion, transicion cristalina o cualquier otro fendémeno térmico que se presente en la

celda de muestra. (8)
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Bucle de control de la temperatura
media para dar la velocidad de
aumento o  disminucion de
temperatura predeterminada.

S R
I [ | m— —1
> |
Bucle de control de la temperatura
diferencial para mantener siempre la

misma temperatura en los dos
calefactores.

A

A

Figura 4 Representacion esquematica de los bucles de control de temperatura del DSC

Las celdas de deteccion del DSC son dobles e independientes, construidas de una
aleacion Platino-Iridio, con resistencias calefactoras y sensores de temperatura integrados. La
precision del sistema es de + 0.5% y cuenta con una sensibilidad de 0.01 mW, con una exactitud
en el control de temperatura de + 0.1 K lo cual permite hacer determinaciones altamente

confiables. (9)

Para mantener estable el bloque en el cual estan soportados los sensores de medicién,
éste tiene acoplado un intercambiador de calor a través del cual circula etilenglicol con una
temperatura de 278.15 K, el cual proviene de un bafio a temperatura constante Lauda modelo
RM®6, con intervalo de operacién de 253.15 K a 393.15 K, una precisién de + 0.02 K en el control
de temperatura y una capacidad de seis litros. Cabe sefalar que el DSC7 utiliza flujo de
nitrogeno de alta pureza con la finalidad de mantener una atmodsfera inerte durante la

realizacion de un experimento.
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4.4.1. Medicion de la entalpia y la temperatura de fusion utilizando calorimetria diferencial

de barrido (DSC)

Una sustancia en estado cristalino guarda una estructura bien definida, es decir, sus moléculas
estan colocadas de forma regular y ordenada gracias a enlaces intermoleculares, dichas
moléculas vibran en torno a su posicién de equilibrio. Si existe un aumento de temperatura, las
vibraciones se incrementan, involucrando a su vez mayor energia en cada vibracidn, hasta
alcanzar un punto de ruptura de los enlaces intermoleculares, en el cual las moléculas pueden
deslizarse unas sobre otras y los grupos de atomos que las forman tienen la capacidad de rotar
respecto a los enlaces que los unen. Este proceso fisico se llama fusidn ya que
macroscopicamente hay un cambio de la fase sdélida a fase liquida, y la temperatura a la que

sucede este cambio fisico, a una P determinada, se le denomina temperatura de fusion.

El equipo DSC7 tiene la capacidad de realizar un barrido lineal de temperatura sobre una
muestra cristalina, es decir, que conforme va transcurriendo el tiempo va incrementandose la
temperatura del sélido en condiciones controladas, credndose un registro calorimétrico de
potencia calefactora requerida en funcion del tiempo. Si el cristal experimenta un cambio de
fase como el descrito arriba, el calorimetro diferencial de barrido detecta el calor asociado al
proceso y a través del programa Pyris genera un termograma, representado en la Figura 5,

donde el drea bajo la curva representa el cambio de entalpia asociado a la transformacion fisica.

En un registro calorimétrico de este tipo, la fraccién del material fundido en la muestra

es proporcional al drea parcial determinada a una cierta temperatura bajo la curva de fusion.
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Figura 5 Curva de Fusidn del pentaacetato de B-D-glucosa

La entalpia de fusidn es la cantidad de energia necesaria, en forma de calor, para que un
mol de sustancia en su temperatura de fusién cambie del estado sélido al estado liquido a

presidn constante.

Como se indicé en los parrafos anteriores, en un registro calorimétrico la entalpia de
fusion es el drea bajo la curva. Ademas, la entalpia de fusidn es la diferencia entre la entalpia de
formacién del compuesto en la fase liquida y la entalpia de formacién del mismo compuesto en

fase sélida, lo que se puede representar de la siguiente manera:

Afueron = Aeron(l) - Aeron(S) (7)

30



Importancia de la Interaccion CH/x...
M. en C. Lorena Bautista lbdriez

4.4.2. Determinacion de pureza

En calorimetria diferencial de barrido, la pureza de la muestra tiene un efecto importante sobre
la altura y la amplitud del pico de fusién, esto significa que una pequefia cantidad de impureza
en la muestra afecta la definicidn de la sefial mostrada en el registro calorimétrico. La pureza de
las sustancias a analizar es fundamental en la obtencidon de datos termoquimicos, es por eso

gue se recurrid a la calorimetria diferencial de barrido para determinar ese parametro.

La determinacidn de la pureza utilizando DSC esta basada en el hecho de que la variacién
del punto de fusién de una sustancia impura con respecto al de la misma sustancia pura, T, —

T, viene dado por la ecuacion de van’t Hoff para el proceso de fusion:

RTZ X,

TO - Tm - Afuer?l

(8)

, . -1 .
en donde AfusH,% es la entalpia de fusion en J mol™, R es la constante de los gases en unidades
1 -1 ny . .
de J K~ mol™, X, es la fraccion molar de la impureza, T, es la temperatura de fusién de la

sustancia completamente pura y T, es la temperatura de fusion de la sustancia impura.

Durante el experimento calorimétrico, la fraccion de muestra fundida, f, puede
expresarse en términos de las temperaturas de fusion de la sustancia pura y la temperatura de

fusion de la sustancia impura de la siguiente manera:

— To—Tm

f=1—F (9)

To—Ts
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donde T, representa la temperatura a la cual una fraccién dada de la muestra se funde, y puede

despejarse como:

T; =

- ()

(10)

sustituyendo la ecuacion de van’t Hoff (8) en la ecuacion (10), tenemos la siguiente expresion:

TS:TO_[

RTZX,
0
AfusHm

(11)

Por lo tanto la representacion gréfica de T; frente a (1 / f) debe ser una linea recta, como

. . . RTEX
la de la Figura 6, cuya pendiente es igual a VT

fusfim

042
0

]. También en este grafico, T, es el valor de la

interseccion de la recta con el eje de las ordenadas, y corresponde a la temperatura de la

muestra completamente pura. A este grafico lineal se le conoce como grafico de van’t Hoff para

la fusion. (8)- (10)

13080

130,75

Temperatura (°‘C) e

[PUREZA

Limitel=130.800°C (6.47%)
Limite2=131.466°C (59.47%)
Delta Hf=35.348 kd/mol
Tm=130.662°C

[To=130.666 + 7.878e-003°C
~Corrtn=-0.473 + 2.502%

130.70

[Pureza=99.990 + 1.372e-002%
Método: Estandard
M1=128.677°C

M2=132.755°C

R0=72.000°C/W

wt mol.=390.34 g/mol

ICp (pan)=0.300e-002 J3/°C

13085

13062

Figura 6 Grafico de van’t Hoff para la fusion

1/F
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para este estudio se utilizaron dos derivados permetilados de carbohidratos: 2,3,4,6-tetra-O-
metil-B-D-galactopirandsido de metilo (GTP), 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopiranésido de
metilo (MP); dos peracetilados: 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopirandsido de acetilo (b-GP),
2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopirandsido de acetilo (a-GP); y el acetato de metilo. El derivado
permetilado de galactosa es un derivado de la fucosa. De acuerdo a cdlculos computacionales y
resultados experimentales genera una interaccién CH/m cuando se mezcla con un compuesto
aromatico. (14) El segundo derivado elegido, 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de
metilo, un derivado de la manosa, carece de la geometria necesaria para experimentar la
interaccién CH/m entre los H del anillo de piranosa y el derivado aromatico empleado, por tal
motivo sirve como una referencia para determinar el valor de la interacciéon CH-nt. Debido a que
los carbohidratos libres tienen una regién polar (por los grupos hidroxilo), son insolubles en los

disolventes aromaticos elegidos.

5.1 Interaccion CH/m

La energia asociada a la interaccion CH/m es menor que la energia asociada a los puentes de
hidrégeno convencionales. Por lo tanto, el uso de compuestos aromaticos, capaces de formar
puentes de hidrégeno convencionales, para determinar la interaccién CH/m no es adecuado en
este caso, debido al posible enmascaramiento de la interaccidn de interés. Asi, los disolventes
aromaticos, como el benceno y los derivados antes mencionados son de gran utilidad para

determinar la existencia de la interaccion CH/x.
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Para poder utilizar al benceno y sus derivados fue necesario modificar los pirandsidos, a
través de la permetilacién con yoduro de metilo en las condiciones indicadas en el Esquema 3.
Esta reaccidon cambia el caracter amfifilico del carbohidrato al modificar los grupos hidroxilo. El
uso de grupos metilo se considera apropiado debido a que no representan grandes problemas

por volumen estérico. Las modificaciones se realizaron partiendo de los piranésidos de metilo.

La metodologia seguida en este trabajo, permetilaciéon y purificacion de los
carbohidratos resulté en la obtencién de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo
(en adelante referido como: MP) y 2,3,4,6-tetra-O-metil--D-galactopirandsido de metilo (sera
referido como: GTP) con elevada pureza, estrictamente necesaria para los experimentos

calorimétricos, 99.7% y 99.8%, respectivamente, determinada por cromatografia de gases.

Los disolventes utilizados en las disoluciones se esquematizan a continuacién:

0 U A C

Benceno o-xileno m-xileno p-xileno
| /
O O O
o8
O_
4-metil anisol 1,2-dimetoxi benceno  1,3-dimetoxi benceno

Esquema 5 Disolventes aromaticos sustituidos con grupos electrodonadores
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Con base en los reportes bibliograficos, donde se evidencia con los corrimientos
quimicos en 'H-RMN hacia campo alto, que experimentan las sefiales especificas para cada
protén del anillo de pirano después de la adicién de un compuesto aromatico, la existencia de
interacciones CH/m, (14) se decidid evaluar el efecto del benceno sobre el desplazamiento
guimico de los &tomos de hidrégeno de las moléculas MP y GTP; ademas de acetato de metiloy

2,3,4,6-tetra-O-acetil-a/B-D-glucopirandsido de acetilo (a-GP y b-GP, respectivamente).

En la Figura 7 y en las Tablas 1 y 2 se puede observar claramente el efecto sobre los
atomos de hidrégeno del anillo de la molécula GTP, que tienen corrimientos quimicos evidentes
hacia campo alto debidos a la adicién paulatina de benceno. Esto es indicativo de que se
encuentran directamente bajo la zona de proteccion de la nube electrénica del benceno,
contrario a lo que sucede con los hidrégenos del anillo de la molécula MP que denotan un
marcado desplazamiento hacia campo bajo y por ende se confirma que se encuentran en la

zona de desproteccion del anillo de benceno.

En la Figura 8 también se observa, en ambos compuestos, un efecto protector sobre los
grupos metilo, por parte del benceno, este punto es de vital importancia y serd de gran utilidad

para explicar posteriormente las diferencias energéticas determinadas.

En las Tablas 1 y 2 se presentan los correspondientes valores numéricos de las graficas
ilustradas en las Figuras 7 y 8, los cuales muestran el efecto que tiene la adicién consecutiva de
benceno sobre el desplazamiento quimico de los diferentes atomos de hidrégeno. Para el

compuesto GTP, con excepcion del tomo de hidrégeno en la posicion 2, los demas protones del
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anillo piranico sufren un efecto protector por parte del disolvente. Este efecto se puede evaluar

a través de la siguiente diferencia:

AS = S¢per, (ppm) — ¢, p, (PPM) (12)

Se toma como desplazamiento quimico inicial, el desplazamiento que presentan los
protones en la soluciéon con cloroformo puro. El desplazamiento de las sefiales se modifica
lentamente conforme aumenta la proporcién de benceno en la mezcla; de este modo tenemos
gue un valor positivo de A, para la molécula GTP, significa un efecto de protecciéon de los

protones anulares.

Asi, en el compuesto GTP, el hidrégeno H3 corre de 3.14 a 2.97 ppm, el H4 se desplaza
desde 3.65 hasta 3.44 ppm y el H5 va desde 3.49 hasta 3.32 ppm. También es importante

recalcar el efecto protector del benceno sobre los protones en posicion 6 del compuesto GTP.

Este comportamiento es totalmente contrario al efecto que el mismo disolvente tiene en
los mismos atomos de hidrégeno del compuesto MP; es decir, el H3 se desplaza desde 3.49 a
3.69 ppm, el H4 va desde 3.32 hasta 3.74 ppm y finalmente H5 corre desde 3.55 hasta 3.80

ppm. El efecto del disolvente no es protector para el compuesto MP.

Los grupos metilo estdn expuestos al disolvente y en ambos casos sufren un efecto
protector, de acuerdo a lo observado en las graficas, que aumenta conforme aumenta la

concentracion de benceno en la solucion.
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Estos resultados soportan las observaciones previamente reportadas y confirman la

presencia de una interaccion CH/m entre el benceno y el carbohidrato GTP, donde el benceno

sustituye al cloroformo en la primera esfera de solvatacién.

H- anulares de GTP

3.55 i
3.50

3.45 *
340 T T T T T T T T

E 3.70
2 —{T B
o
= ——H3
& 3.30 a
) —— H4
c "
£ : W -
a
N
©
= 2.90 A
]
[
©
2-70 T T T T T T T T T T 1
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10
fraccion molar de benceno
H- anulares de MP
__3.851
g_ 3.80 4
£
o 3.75 -
=
g 3.70 A
‘5 =—d— H3
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o + H4
= 3.60 A
@ == H5
IS
a
N
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o
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©
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Figura 7 Efecto del benceno sobre el desplazamiento quimico de los protones anulares de los

pirandsidos permetilados
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Grupos Me de GTP
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Figura 8 Efecto del benceno sobre el desplazamiento quimico de los protones metilicos de los

piranésidos permetilados
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Tabla 1 Titulacidn Anisotrépica de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo. Efecto del benceno sobre el

6 o .0
- imi ®—0" 57 17N
desplazamiento quimico de 1H-RMN | ] (N

A
4—0 ? (l)

@ @
Frac. mol de [mol:mol] H1 H2 H3 H4 H5 H6a Hé6b Me (1) Me(2) Me (3) Me (4 Me (5)
benceno (a) (d) (dd) (dd) (t) (ddd) (dd) (dd) (s) (s) (s) (s) (s)
0.00 0 479 3.56 3.49 3.42 355 3.59 3.59 3.38 3.48 3.49 3.52 3.41
0.312 1:0.5 4.78 3.56 3.48 3.42 355 3.58 3.58 3.37 3.48 3.47 3.51 3.40
0.473 1:1 4.78 3.55 3.51 3.43 355 3.57 3.57 3.35 3.47 3.46 3.51 3.39
0.642 1:2 4.77 3.55 3.52 3.43 3.56 3.34 3.45 3.44 3.50 3.38
0.729 1:3 476  3.53 3.53 3.58 3.57 3.57 3.32 3.44 3.43 3.49 3.36
0.782 1:4 4.75 3.53 3.54 3.58 3.56 3.56 3.31 3.43 3.41 3.49 3.35
0.818 1:5 4.74 3.52 3.59 3.58 3.55 3.55 3.30 3.41 3.40 3.48 3.34
0.843 1:6 4.74 3.52 3.59 3.58 3.29 3.40 3.39 3.48 3.33
0.863 1:7 4.73 3.50 3.59 3.28 3.39 3.38 3.48 3.23
0.878 1:8 4.72 3.48 3.59 3.55 3.27 3.38 3.37 3.47 3.31
0.890 1:9 4.72 3.49 3.59 3.59 3.55 3.50 3.26 3.37 3.36 3.47 3.31
0.900 1:10 4.72 3.47 3.59 3.55 3.25 3.37 3.35 3.47 3.31
0.913 1:12.5 4.71 3.47 3.60 3.55 3.24 3.37 3.35 3.46 3.30
0.956 1:25.1 4.69 3.44 3.65 3.54 3.19 3.30 3.26 3.46 3.23
0.970 1:37.7 4.69 3.44 3.59 3.60 3.68 3.58 3.55 3.46
0.977 1:50.2 4.69 3.45 3.60 3.63 3.70 3.58 3.55 3.17 3.28 3.27 3.46 3.24
1.00 1:100 4.70 3.48 3.69 3.74 3.80 3.67 3.62 3.16 3.26 3.26 3.49 3.25

(a) relacién molar [2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo:benceno], el carbohidrato (1 mol=0.449 mmol) se disolvié en CDCl; y posteriormente se adiciond C¢Dg en
las proporciones indicadas.
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Tabla 2 Titulacion Anisotropica de2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galctopiranésido de metilo. Efecto del benceno sobre el

(5) A0 LO—
. 7. 1 —~ 1
desplazamiento quimico de "H-RMN o ¥ 1 @

0" ™3% 0
JAN
(3)

Frac. mol de benceno = [mol:mol] Hb H2 H3 H4 H5 H6a H6b Me(1) Me (2) Me (3) Me (4) Me (5)
(a) (d) (dd)  (dd) | (dd)  (ddd) (dd) (dd) (s) (s) (s) (s) (s)

0.00 0.00 4.15 3.30 3.14 3.65 3.49 3.59 3.62 3.52 3.57 3.51 3.56 3.40
0.309 1:0.50 4.14 3.30 3.13 3.63 3.47 3.52 3.61 3.51 3.57 3.50 3.55 3.39
0.472 1:1 4.13 3.31 3.12 3.63 3.46 3.52 3.60 3.50 3.57 3.49 3.55 3.38
0.641 1:2 4.12 3.31 3.10 3.44 3.50 3.59 3.48 3.56 3.48 3.53 3.36
0.728 1:3 4.11 3.32 3.09 3.43 3.49 3.59 3.47 3.56 3.46 3.52 3.34
0.781 1:4 4.11 3.33 3.07 3.40 3.48 3.57 3.46 3.55 3.44 3.51 3.32
0.817 1:5 4.10 3.34 3.06 3.53 3.39 3.47 3.57 3.45 3.55 3.42 3.50 3.30
0.843 1:6 4.10 3.34 3.05 3.53 3.38 3.47 3.57 3.45 3.55 3.41 3.50 3.29
0.862 1:7 4.09 3.36 3.04 3.52 3.46 3.56 3.44 3.55 3.40 3.49 3.28
0.877 1:8 4.09 3.03 3.51 3.46 3.56 3.43 3.55 3.39 3.49 3.27
0.889 1:9 4.09 3.38 3.02 3.50 3.35 3.45 3.56 3.43 3.55 3.38 3.49 3.26
0.899 1:10 4.08 3.37 3.02 3.49 3.34 3.45 3.56 3.42 3.55 3.37 3.48 3.25
0.908 1:12 4.08 3.39 3.00 3.34 3.44 3.56 3.42 3.55 3.35 3.48 3.23
0.925 1:25 4.08 2.97 3.39 3.55 3.31 3.46 3.18
0.960 1:36 4.09 3.50 2.97 3.44 3.31 3.45 3.57 3.39 3.55 3.30 3.46 3.17
0.971 1:51 4.10 3.53 2.97 3.43 3.31 3.46 3.59 3.39 3.56 3.29 3.46 3.15
0.979 1:100 4.13 3.65 2.97 3.44 3.32 3.48 3.63 3.37 3.55 3.27 3.46 3.11

(a) relacién molar [2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo:benceno], el carbohidrato (1 mol= 0.432 mmol) se disolvié en CDCl; y posteriormente se adicion6 C¢Ds
en las proporciones indicadas.
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A partir de los resultados discutidos, podemos afirmar dos hechos importantes: Primero,
gue aun cuando las interacciones disolvente-grupo CHs- son similares para ambos compuestos,
se observan diferencias importantes en el desplazamiento quimico para los H anulares de
ambos compuestos por las interacciones soluto-disolvente, diferencias que se pueden atribuir a
la interaccion CH/m adicional en el compuesto GTP la cual estd ausente en el compuesto MP.
Segundo, que la solvatacién del compuesto GTP no es aleatoria, a pesar de no existir una

cavidad o un sitio preorganizado.

Tabla 3 Diferencias en el desplazamiento quimico en 'H-RMN de los compuestos permetilados

debidas al efecto del benceno

MP GTP
#deH &8cpci;  Ocepg Ad = 8¢pci; — Bceps #deH Odcpci; Oceps Ab = 8cpci; — Bcepy
(ppm)  (ppm) (ppm)  (ppm)
H, 4.79 4.70 0.09 H, 4.15 4.13 0.02
H, 3.56 3.48 0.08 H, 3.30 3.65 -0.35
Hs 3.49 3.69 -0.20 Hs 3.14 2.97 0.17
H, 3.42 3.74 -0.32 Hy 3.65 3.44 0.21
Hs 3.55 3.80 -0.25 Hs 3.49 3.32 0.17
Hea 3.59 3.67 -0.08 Hga 3.59 3.48 0.11
He, 359  3.62 -0.03 He,  3.62 3.63 -0.01
Me, 3.38 3.16 0.22 Me; 3.52 3.37 0.15
Me, 3.48 3.26 0.22 Me, 3.57 3.55 0.02
Me; 3.49 3.26 0.23 Me; 3.51 3.27 0.24
Me, 3.52 3.49 0.03 Me, 3.56 3.46 0.10
Mes 3.41 3.25 0.16 Meg 3.40 3.11 0.29

Para verificar el desplazamiento de los grupos metilo equivalentes de ambos

carbohidratos, se realizaron los mismos experimentos pero se utilizé una molécula mas sencilla:
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acetato de metilo (Figura 9 y Tabla 4). Como resultado, se comprueba el mismo efecto
observado en piranésidos permetilados y de acuerdo con la Tabla 3, se destaca que las
diferencias en el desplazamiento quimico de los protones de ambos grupos metilo, ocasionadas

por la adicién paulatina de benceno, en algunos casos, son similares.

AcOMe

4.50 -

f

T
o
e
o
o
£ 350 1
= —e— CH3CO
= —8— CH30
[
E 2.50 -
©
N
= o
g ; . MR o STIVR
©
150 T T T T T T T T T 1

0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00

fraccion molar de benceno

Figura 9 Efecto del benceno en el desplazamiento quimico de los grupos metilo del acetato de

metilo
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Tabla 4 Titulacidn anistrépica de acetato de metilo. Efecto del benceno sobre el

desplazamiento quimico de 1H-RMN

(mol:mol) ~ 8CH;CO A8 = Scpcispm) — Ocepspm) O CH3O A8 = Scpcisppm) — Scepepm)

1:0 2.052 0.000 3.663 0.000
1:0.5 2.005 0.047 3.620 0.043
1:1 1.964 0.088 3.584 0.079
1:2 1.900 0.152 3.526 0.137
1:3 1.851 0.201 3.482 0.181
1:4 1.817 0.235 3.451 0.212
1:5 1.790 0.262 3.428 0.235
1:6 1.769 0.283 3.410 0.253
1:7 1.753 0.299 3.396 0.267
1:8 1.743 0.309 3.388 0.275
1:9 1.733 0.319 3.379 0.284
1:10 1.722 0.330 3.369 0.294
500 pL 1.695 0.357 3.347 0.316

La Figura 7 ilustra el corrimiento quimico paulatino de los protones del anillo de los
carbohidratos cuando se adiciona benceno. Estos resultados soportan el modelo propuesto en
el Esquema 6, donde una molécula de benceno se aproxima selectivamente a la cara o del
compuesto GTP. Los valores negativos para AS, resultantes de aplicar la ecuacién 12, implican la
desproteccion de los protones, compuesto GTP; mientras que valores positivos para Ad indican

la proteccion de los protones, compuesto MP; esto es mas evidente en la Tabla 3.

En el Esquema 6 se observa que el benceno protege la regién de las posiciones 3-6 de

GTP. La molécula de benceno esta orientada hacia los grupos -CH- enlazados en las posiciones 3,
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4 y 5 del anillo de pirandsido como consecuencia del reconocimiento molecular. Sin embargo,
también se puede apreciar que los otros grupos —CHs- y —CH,- también son afectados por la
nube 1t del benceno. Con base en estas observaciones proponemos que GTP es rodeado por 3

moléculas de benceno.

A$=0.16 AdproR=-0.12 A8=0.29 A8proR=0.13

OMe A8proS=-0.07 A5=0-|\1/(I)eo OMe

AdproS=0.03

OMts=0-23 A5=O.2:I’; H A8=-0.35
HaA8=0.10 A8=0.24 l\'/LeO OMe
48=0.17 OMe | As=0.15
Me ,*H A8=0.02
A8=0.22 =*A8=0.17 H
A8=0.07
sin CH-nt (con H,, H, y H,) CH-r (con H, H, y Hy)
MP GTP

Esquema 6 Efecto de la interaccion CH/mt sobre el desplazamiento quimico (ppm) de los

compuestos MP y GTP, diferencias calculadas con la ecuacion (12)

Es importante diferenciar entre el reconocimiento y los procesos de solvatacién. El
primero implica solamente una molécula de benceno asociada con una regién especifica del
carbohidrato a través de interacciones débiles. El ultimo incluye diferentes moléculas de

disolvente aleatoriamente asociadas con el carbohidrato.

El arreglo supramolecular propuesto para GTP, no ocurre en el compuesto MP, por lo

gue se concluye que éste experimenta solvatacion, las moléculas de benceno solo rodean al
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carbohidrato (valores A& menores, si el benceno interacciona directamente con el carbohidrato
los valores A§ son mayores), pero no reconocimiento. Lo dicho anteriormente se fundamenta
en el hecho de que el protdn mas protegido en la posicidn 6 es el pro-R que tiende a orientarse
en direccién al anillo bencénico. La presencia de un grupo metoxilo ecuatorial en la posicion 4
del compuesto MP evita que el benceno tenga acceso a la cara a del carbohidrato y asi pueda
interaccionar con los protones anulares respectivos. También se observa que el grupo metoxilo
en C4 evita el arreglo del patrén de tres enlaces C-H anulares en la misma direccion, de acuerdo
con los antecedentes bibliograficos es la condicidén requerida para la existencia de la interacciéon

CH/m. (1)

5.2 Estudio calorimétrico

De acuerdo con el estudio por 'H-RMN, la configuracién diferente del centro
estereogénico en posicion 4 y los cambios mas importantes en el desplazamiento quimico de los
protones que se encuentran en la cara a de los carbohidratos, podemos afirmar que el
compuesto MP no puede presentar la interaccién CH/r adicional entre los protones anulares y

el benceno, mientras que el compuesto GTP si presenta esta interaccion (Esquema 6).

Con estas observaciones, se disefid un estudio calorimétrico para determinar la energia

asociada con la interaccién CH/r.

Las Tablas 5, 6 y 10 contienen los datos de la entalpia de solvatacién, A,,H, de disolucion,

AgisH, y de vaporizacion, A,,H, de los compuestos MP, GTP y acetato de metilo,
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respectivamente, de acuerdo al modelo de solvatacion de la Figura 1. Las entalpias de disolucién
se determinaron via calorimetria Calvet y las entalpias de cambio de fase se midieron con el

calorimetro diferencial de barrido.

Cada uno de los valores de AysH es el promedio de al menos 3 determinaciones para
cada disolvente realizadas en las mismas condiciones. La incertidumbre es la desviacion
estandar de la media. Los datos a partir de los cuales se obtienen los respectivos promedios se

presentan a detalle en el anexo de este trabajo.

En el caso de la incertidumbre asociada a A, H, ésta se define como la incertidumbre
asociada al proceso de disolucion elevada al cuadrado mas la incertidumbre del proceso de
vaporizacion/sublimacién también elevada al cuadrado, y finalmente se calcula la raiz cuadrada

de ésta suma.

Los disolventes utilizados para este trabajo son 1-metoxi-4-metilbenceno (1), o-xileno
(2), m-xileno (3), p-xileno (4), 1,2-dimetoxibenceno (5), 1,3-dimetoxibenceno (6) y benceno (7).
En todos los casos, los sustituyentes aumentan la densidad electrdnica al anillo de benceno. Por
consiguiente, si la densidad electrénica del benceno se incrementara en el sentido de Hammett,

la interaccion seria mas fuerte si esta tuviera un caracter de puente de hidrégeno.

El término Ay sH es la cantidad de calor necesaria para romper las interacciones
moleculares del compuesto MP, de naturaleza liquida, y la red cristalina del compuesto GTP a
presidon constante; y la posterior asociacién de las moléculas de cada uno de estos compuestos
con las moléculas de disolvente, dando lugar a una esfera de solvatacion. Esto explica la

magnitud de los valores, los cuales son considerablemente mayores para el sélido que para el
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liquido. Un valor positivo para AgsH indica que el compuesto es mas estable en estado sdlido,

gue en solucidn, puesto que el rompimiento de la estructura cristalina requiere energia.

Tabla 5 Entalpias de solvatacion de MP en diferentes disolventes (1:10, mol:mol).

Determinadas por microcalorimetria Calvet a 303.15K

DISOLVENTE A,4,H (333.15 K) AgisH (303.15 K) AsoiH (303.15 K)
(ki mol'?) (k) mol™) (k) mol™)

Benceno 75.18 -3.65 -78.826 + 3.898
o-xileno 75.18 0.94 -72.554 + 3.899
m-xileno 75.18 2.62 -72.181 + 3.897
p-xileno 75.18 2.63 -72.552 + 3.897
4-metil anisol 75.18 0.94 -74.239 + 3.898
1,3-dimetoxi benceno 75.18 -1.07 -76.246 *+ 3.899
1,2-dimetoxi benceno 75.18 1.06 -74.122 + 3.897

En la Tabla 5 se observa que para el compuesto MP, la disolucion es exotérmica, en 1,3-

dimetoxibenceno y benceno; es decir MP es mds estable en estos disolventes.

En la serie de los xilenos (2-4) la disoluciéon es marcadamente endotérmica, siendo mas
estable la disolucién de MP con o-xileno; mientras que los compuestos oxigenados presentan el
siguiente orden creciente de estabilidad (al disolver a MP): 1,3-DMB < 4-metil anisol < 1,3- DMB;

es decir, el A,;sH paso de ser endotérmico a exotérmico.
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Tabla 6 Entalpias de solvatacion de GTP en diferentes disolventes (1:10, mol:mol).

Determinadas por microcalorimetria Calvet a 303.15K

DISOLVENTE DyepH (313.15 K) AgisH (303.15 K) AsonH (303.15 K)
(k) mol™) (k) mol ™) (k) mol™)

Benceno 105.25 16.54 -88.708 + 5.536
o-xileno 105.25 18.91 -86.331 + 5.536
m-xileno 105.25 19.39 -85.859 + 5.547
p-xileno 105.25 19.25 -85.996 + 5.564
4-metil anisol 105.25 17.39 -87.854 + 5.655
1,3-dimetoxi benceno 105.25 16.18 -89.070 + 5.545
1,2-dimetoxi benceno 105.25 17.97 -87.275 + 5.582

En la disolucién del compuesto GTP todos los valores de Ag4;sH son endotérmicos, debido

a la naturaleza cristalina del carbohidrato, pero el orden de estabilidad creciente de las

soluciones es m-xileno < p-xileno < o-xileno < 1,2-DMB < 4-metil anisol < benceno < 1,3-DMB.

Retomando la introduccién de esta tesis, tenemos que el proceso de solvatacion es

global; es decir, incluye todas las interacciones posibles entre los compuestos participantes y

entre los mismo compuestos per se (soluto-soluto, soluto-disolvente, disolvente-disolvente,

etc.) Asi, para el compuesto GTP se tiene lo siguiente: una vez que se rompe la red cristalina, el

disolvente interactia con el soluto y es posible evaluar el intercambio de energia en este

proceso.
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La energia de solvatacion, AsH, del compuesto MP indica un sistema mads favorecido
para la solucidon con benceno con un valor de -78.8 + 3.9 kJ mol™, en relacién con los otros
disolventes aromaticos. Este complejo es seguido en términos de estabilidad, debida al proceso
de solvatacidn, por los sistemas con disolventes oxigenados siendo los menos estables aquellos
formados con los isdmeros de xileno. De dichos isémeros las interacciones mas estables son
aquellas formadas con los isdémeros o- y p-xileno. La diferencia energética entre el sistema

menos estable y el mas estable es de 6.6 kI mol™.

De manera importante, los valores del As,;,H son considerablemente mayores para el
compuesto GTP (-88.7 + 5.5 kJ mol™) que para MP. Para GTP como soluto en cambio, el benceno
no forma el sistema mas estable. De hecho el sistema mas estable es el formado con el 1,3-
dimetoxibenceno (Tabla 6). Los xilenos contribuyen en menor medida a la estabilidad, aunque
es el o-xileno el que contribuye mas a la estabilizacién con el valor energético de solvatacién

mas bajo. La diferencia energética entre los extremos es de 3.2 kJ mol™.

Al relacionar la diferencia energética entre los compuestos GTP y MP con los resultados
observados por H-RMN, proponemos que esta se debe principalmente a la energia de la

interaccién CH/m. Esta diferencia se puede estimar a través de la ecuacion (13)

energia CH/m = ASOl‘UH‘r?‘L (GTP) — ASOl‘UH‘r?‘L(MP) (13)

Es posible tomar en cuenta que el término AsoHpvp) incluye solamente las interaccion
entre los grupos metilo y el disolvente, mientras que el término As.H(sre) incluye también la
interaccion CH/x (debida al reconocimiento); por lo tanto, la interaccion entre los carbohidratos

y el benceno resulta en una energia CH/x de 9.9 ki mol™.
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Las interacciones carbohidrato-compuesto aromatico han sido estudiadas ampliamente
utilizando métodos computacionales, donde los valores de energia resultantes oscilan entre
10.5 y 20.9 kJ mol™ cuando se utiliza el método MP2. Los célculos utilizando el método Hartree-
Fock y funcionales hibridos describen interacciones pequefas y hasta repulsivas. (50), (51), (52)
Por tal motivo también es muy importante contar con el valor experimental de referencia (Tabla

7) de 9.9 kI mol™, como referencia para comparar los valores tedricos disponibles. (14)

Por otra parte, se esperaba que los sustituyentes electrodonadores incrementaran la
energia de interaccién debido a su capacidad donadora hacia el anillo. Sin embargo, los xilenos
producen interacciones estabilizantes (13.78 k) mol™ para o-xileno, 13.44 para p-xileno y 13.68
para m-xileno) similares con respecto a los éteres (13.15 kJ mol™ para 1,2-DMB y 12.82 kJ mol™
para 1,3-DMB). El 4-metil-anisol produce una energia de CH/mt de 13.62 kJ mol™, similar a la del
m-xileno. Por lo tanto, la densidad electrdnica no parece ser un factor determinante en la fuerza

y/o existencia de la interaccion CH/m.

Las diferencias expresadas en la Tabla 7, resultado de la ecuacién 13, evidencia que los
derivados bencénicos con grupos mas electrodonadores no necesariamente producen las
interacciones mas estabilizantes, pues el 1,3-DMB, con un donador mas fuerte CHsO-, presenta
un efecto entalpico mas débil con respecto, por ejemplo, al m-xileno, en contraste con la

sugerencia previa. (14)
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Tabla 7 Diferencias energéticas para CH/mt presente en el compuesto GTP y ausente en el

compuesto MP

energa CH/m= AsorHyy, (grp) - AsotwHom (mp) DISOLVENTE
(ki)
13.62 4-metil-anisol
13.78 o-xileno
13.44 p-xileno
13.68 m-xileno
13.15 1,2-DMB
12.82 1,3-DMB
9.88 Benceno

Estos resultados manifiestan que, el término entalpico es una contribucién relevante en
el proceso de reconocimiento carbohidrato-compuesto aromatico. También, de acuerdo a
reportes previos, (53) se tiene que a una T constante de 303 K, siendo la supramolécula
benceno-carbohidrato, el término entrépico seria el mismo que el término entdlpico cuando
este alcanza un valor de 32.67 kJ mol™. El valor final para la interaccion seria el balance entre
ambos términos, y también ha sido ya descrito. (7) No obstante, las contribuciones entrépicas
evaluadas por medio de técnicas de RMN deben interpretarse cuidadosamente, por ejemplo, en
moléculas pequeiias su contribucion al equilibrio conformacional es muy alta y esto no puede
explicarse de manera sencilla. (54) Sin embargo, los valores tan elevados no han sido
cuestionados en otros procesos asociados con las proteinas donde se han utilizado las mismas

técnicas. Por lo tanto, las entropias elevadas pueden deberse a eventos directamente
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relacionados con la determinacién experimental per se y no representarian realmente al

fendmeno fisico.

En este trabajo también se utilizé el modelo propuesto por Berry, Rice y Ross (ecuacién
14) para comparar los valores de energia de interaccién obtenidos a través del modelo de

solvatacion de la Figura 1. (55)

AgisE

E, = (T) + % (El,l + Ez,z) (14)

Esta aproximacién asocia el valor energético para el proceso de disolucién (A4iE), que
corresponderia al AgsH medido en el calorimetro, con la energia necesaria para romper las
interacciones soluto-soluto (E; ;) y disolvente-disolvente (E;), valor que corresponde al A,q,H 0
AspH de cada una de las especies participantes (soluto y disolvente), asi como del numero de
moléculas de disolvente (Z) asociadas con el soluto para disolverlo, para los experimentos

realizados el valor de Z = 10.

Remitiéndonos a la introduccién de esta tesis, tenemos que un total de 3 dtomos de
hidrégeno interactian con la nube electrénica de una molécula de benceno y de acuerdo al
analisis del Esquema 6 proponemos lo siguiente: que son tres moléculas de benceno las que
afectan a los atomos de hidrdgeno tanto de los grupos metilo como a los hidrégenos del anillo
de pirandsido, estd es la razén por la cual se realiza el calculo con Z= 3. La relacién 1:10 del
carbohidrato respecto al disolvente permite garantizar la saturacion de la esfera de solvatacion,

Z=10.
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La obtencién de las entalpias de cambio de fase para los compuestos MP y GTP se

describe ampliamente en la parte experimental.

Los resultados para ambos compuestos (MP y GTP) se muestran en las Tablas 8 y 9.

Los valores de las entalpias de cambio de fase (4,q,H) de los disolventes se tomaron de la
literatura. Sélo en el caso de los disolventes 4-metil-anisol y el 1,3-DMB (1,3-dimetoxi benceno),
la entalpia de cambio de fase no ha sido determinada, por lo que se tomaron los valores de los

isdmeros 3-metil-anisol y 1,2-DMB (1,2-dimetoxi benceno), respectivamente. (56), (57)

Tabla 8 Valores de energia de CH/mt para MP a partir de la ecuacion (14)

MP

4-metil anisol

m-xileno

Benceno

@ valores tomados de la literatura. ' valor del 3-metil anisol. ® valor del 1,2-DMB
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Al comparar los valores de la Tabla 8 y la Tabla 9 se confirma la participacién de la
interaccion CH/7 en la estabilizacion del compuesto GTP, es decir, E; , siempre es mds alta para
el compuesto GTP que para el compuesto MP. En este caso, la dispersién de valores es pequeiia
y diferente del caso previo, el benceno aporta el sistema mas estable. Este hecho se puede

justificar si se considera el tamafio estérico de los compuestos.

Tabla 9 Valores energéticos de CH/m para GTP a partir de la ecuacion (14)

GTP
Disolvente  4,,,H" E 5’ E;5° Orot (1) AE 7 AE,°
(kJ mol™) (kJ mol™) (kJ mol™) Z=10 Z=3
Z=10 Z=3
4-metil 51.50 @ 80.11 84.17 2.89 16.68 20.52
anisol

o-xileno 43.45 76.24 80.65 2.77 16.66 20.46
m-xileno 42.68 75.90 80.43 2.77 16.67 20.50
p-xileno 40.00 74.55 79.04 2.78 16.70 20.58
1,2-DMB ~ 66.90% 87.87 92.06 2.96 16.73 20.67
1,3-DMB  66.90 @ 87.69 91.46 2.96 16.76 20.78
Benceno 33.92 71.23 75.10 2.77 17.05 21.76

™ yalores tomados de la literatura. (57) y (56) “ valor reportado para 3-metil anisol. ®) valor reportado para 1,2-
DMB

Por otro lado, tomando en cuenta los resultados obtenidos en el estudio por RMN se
propone que la esfera de solvatacién se satura con tres moléculas de benceno por cada
molécula de carbohidrato. En las Tabla 1 y 2 se puede observar que en este punto (Z=3), la

mayoria de los protones enlazados al anillo de pirano comienzan a tener un desplazamiento
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quimico constante, es decir el efecto anisotrépico comienza a ceder. Es decir, el efecto
permanece casi constante. No obstante, los grupos metilo expuestos al disolvente contindan

experimentando el efecto protector del benceno.

Para GTP el valor calculado de E;, considerando tres moléculas de disolvente por cada
molécula de soluto, se incrementa hasta practicamente 4.0 kJ mol™ cuando Z = 10 moléculas de
disolvente, por ejemplo, cuando se disuelve GTP en benceno; se tiene que cuando Z =3, E;,=
71.23 kJ mol™; y cuando Z = 10 entonces E;, = 75.10 kJ mol™. Sin embargo, cuando se realiza
este mismo calculo para MP, se observa que Z =3 y Z = 10 producen valores de Ej;
practicamente iguales para dicha molécula (Tabla 8). Esto se puede atribuir a que la energia de

interaccion se distribuye entre un nimero mas pequeiio de moléculas vecinas.

En la Tabla 9, también observamos que las diferencias entre AE;, con Z= 10 y Z= 3,
(AE; o= Egrp-Enp) €s en promedio 4 ki mol™; es decir, cuando Z=3, GTP en disolucién es mas
favorecido por 20.5 kJ mol™?, en promedio. Esto es en comparacién con los aproximadamente
16.6 kJ mol™ calculados utilizando 10 moléculas de disolvente. Por ejemplo, para el benceno la
energia va desde 17.05 hasta 21.76 kJ mol™. Estos resultados concuerdan con la afirmacion de
que el compuesto GTP experimenta una interaccién estabilizante de acuerdo con el
reconocimiento molecular, mientras que la molécula del compuesto MP experimenta solamente

solvatacion.

En resumen, los resultados no se ven afectados de manera importante cuando se
consideran tres o diez moléculas dentro de la esfera de solvataciéon porque a pesar del exceso

de disolvente, el nimero de moléculas involucradas en la primera esfera de solvatacién del
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carbohidrato, de acuerdo con el Esquema 6, es tres. Y de estas tres moléculas, solamente una es
responsable del proceso de reconocimiento y como consecuencia su principal contribuyente

energético, diferencia promedio de 4 kJ mol™.

Como se establecié en la discusién de los resultados de RMN, cuando se adiciond el
benceno, los grupos metilo de ambos carbohidratos muestran un desplazamiento hacia campo
alto. Esto lleva a varias preguntas: ¢ Cual es el efecto que tiene la contribucién energética de los
grupos metilo sobre el complejo una vez que se encuentra solvatado? ¢Podrian estos ocultar la
interaccion CH/m de interés? Con el fin de responder a estas preguntas, se realizé el estudio del
efecto que tendria el benceno sobre el acetato de metilo, inicialmente disuelto en cloroformo
(Tabla 4), y también se determiné el calor de solvatacion del acetato de metilo en los diferentes

compuestos aromaticos (Tabla 10).

Retomando las diferencias calculadas en el desplazamiento quimico en CDCl3 y en CgDg
para el acetato de metilo, enlistadas en la Tabla 4, se puede establecer que ambos grupos
metilo, de diferente naturaleza quimica, a causa de la acidez de los hidrégenos del grupo
acetilo, experimentan de manera equitativa el efecto protector del benceno. Asi, el acetato de
metilo es solvatado por el benceno que se orienta hacia los atomos de hidrégeno. Este
comportamiento se esperaba seria ser similar al mostrado experimentalmente por los cinco

grupos metoxilo de los carbohidratos.

En la tabla 10 se puede observar que el valor de As,;H es menos exotérmico para el

acetato de metilo que para GTP y MP, y que la variacion debida al tipo de compuesto aromatico
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empleado es insignificante. Este comportamiento también es usual de los carbohidratos MP y

GTP al ser disueltos en los mismos disolventes aromaticos.

Tabla 10 Entalpias de Solvatacién del acetato de metilo (4,,,H=29.32 kJ mol-1) en diferentes

disolventes (1:10, mol:mol). Determinadas por microcalorimetria Calvet a 303.15K

DISOLVENTE Qqs (303.15 K) (J) AgisH (303.15 K) AsorH (303.15 K)
(k) mol™) (k) mol™)

Benceno 4.321 1.073 -28.25 £ 0.01
o-xileno 4.673 1.75 -27.57 £ 0.02
m-xileno 4.798 1.83 -27.49 £ 0.05
p-xileno 4.557 1.725 -27.60 £ 0.01
4-metil anisol 1.858 0.642 -28.70 £ 0.03
1,2-dimetoxi benceno 3.420 1.35 -27.97 £ 0.04

Si se considera que los dos grupos metilo, presentes en el AcOMe, pueden ser solvatados
de la misma manera, en este caso por el benceno, se puede considerar que ambos contribuyen

con un 50 % a la energia total de solvatacion.

En otras palabras, para el acetato de metilo disuelto en benceno, el A,;,H es de - 28.25 kJ
mol™ y retomando las observaciones hechas por RMN se tiene que ambos grupos CHs- se
desplazan hacia campo alto de manera paralela, por lo tanto energéticamente contribuirian con
la misma cantidad de energia, es decir, el valor para una interaccion CH/m seria

aproximadamente -14.13 kJ mol™.
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Por consiguiente, al ser una interaccion aditiva, (14) se concluye para los compuestos MP
y GTP que la energia asociada con la solvataciéon de los mismos corresponderia a 5 veces este
valor, multiplicando -14.13 kJ mol™ por los 5 grupos metilo que posee cada carbohidrato para
obtener la energia con la que contribuyen al AsH, -70.75 kI mol?, finalmente restando esta
cantidad al valor total determinado experimentalmente, se tiene que la diferencia,
aproximadamente 18 kJ mol™, corresponde a la interaccion CH/m de los hidrégenos (H3, H4 y

H5) del anillo de pirano del compuesto GTP con el anillo bencénico.

5.3 Glucopirandésidos peracetilados

5.3.1. 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a-D-glucopirandsido de acetilo (a-GP) y 2,3,4,6-tetra-0-acetil-S-

D-glucopiranésido de acetilo (b-GP)

En la Figura 10 (Tablas 11 y 12) se puede observar claramente la ausencia de algun efecto de la
nube aromatica del benceno sobre los atomos de hidrégeno del anillo de las moléculas a-GP y
b-GP, pues dichos hidrégenos no presentan corrimientos quimicos evidentes hacia campo alto
con la adicidn paulatina de benceno, a excepcion del protén H5 de b-GP, es decir, no son
afectados por el benceno de manera directa. Sin embargo, se observa que los grupos metilo de
ambos compuestos se encuentran bajo la zona de proteccidon de la nube electrénica del
benceno (Figura 11), estas observaciones apoyan los datos obtenidos para los compuestos MP y

GP.
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Tabla 11 Titulacién anisotrépica de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopirandsido de acetilo. Efecto del benceno sobre el

desplazamiento quimico de 'H-RMN @
A

o) 0/6\5/0\1"‘0\fo
|

4 .
o" 37 "o ®
® 0

//O
/

\\

\
N

AN
~o

Py
)
(@]
—
S
L)

Fraccion molar de

MeO (5)

benceno

6.25E-01

7.69E-01

8.70E-01

9.68E-01

9.80E-01

= = = = = N N
[ 00 00 ) ) o =
N = N o = G [




Importancia de la Interaccion CH/x...
M. en C. Lovena Bautista lbdriez
Tabla 12 Titulacién anisotrépica de 2,3,4,6-tetra-0-acetiI-[?:;)D-glucopiranésido de acetilo. Efecto del benceno soobre el

desplazamiento quimico de 'H-RMN OJ\O/G\S/O\}»OYO

2.
"o @

\

o

4 \(@

3

N
_J

(o]
)
o

o
o
S

Fraccidon molar de H6a

(dd)

MeO (5)
(s)

benceno

2.94E-01

6.25E-01

7.69E-01

8.34E-01

8.70E-01

8.93E-01

9.68E-01

=
~
[

9.85E-01

1

w| w w .4> ~ .4> .4>
ol Yo} o o P o
| U [e)} N w w ~
Ny P s e s N N N
| N ~ o} o] o o o o
o] w (o] = w ~N N (92} [e%]

Pl e
N| Y
ol &

62



Importancia de la Interaccion CH/x...

M. en C. Lorena Bautista lbdriez

Debido a la evidencia de RMN, donde no hay comportamiento alguno que indique la
presencia de una interaccion con los protones del anillo de pirano, para el andlisis calorimétrico
se decidid realizar Unicamente los experimentos para el compuesto a-GP. Al restar al valor
experimental, la contribucidn entalpica de los 5 grupos metilo (CH3CO), la diferencia se podria
atribuir a posibles interacciones ©/m entre la nube aromatica del benceno y el carbonilo del
grupo acetilo de los carbohidratos. Unicamente para corroborar los valores de la interaccién de

los metilos y el anillo bencénico se determind la E; ; a través de la ecuacion (14).

Los resultados obtenidos con este compuesto (a-GP) siguen la pauta de los resultados

obtenidos para los carbohidratos permetilados.

Tabla 13 Entalpias de solvataciéon del 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopirandsido de acetilo
(AvapH=29.32 kJ mol™) en diferentes disolventes (1:10), determinadas a partir de las entalpias
de disolucién, medidas por microcalorimetria Calvet a 303.15K, y de las entalpias de cambio

de fase medidas por DSC

DISOLVENTE AyqpH (313.15 K) iError! AgisH (303.15 K) AgorH (303.15 K)
(1:10) (soluto/disolv) arcadorno definido. (1) mo” (k) mol™) (k) mol™)
)
Benceno 122.90 17.20 -105.70 £ 0.44
o-xileno 122.90 3.67 -119.23 £ 0.13
m-xileno 122.90 2.83 -120.07 + 0.09
p-xileno 122.90 2.83 -120.07 £ 0.10
4-metil anisol 122.90 10.59 -112.31 £ 0.30
1,3-dimetoxi benceno 122.90 17.18 -105.72 + 0.25
1,2-dimetoxi benceno 122.90 20.17 -102.73 £+ 0.51
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Tabla 14 Valores energéticos para la Energia de interaccién (E1,2) a partir de la ecuacién (14),
para el 2,3,4,6-O-acetil-a-D-glucopirandsido de acetilo (DvapH= 29.32 kJ mol-1) en diferentes
disolventes (1:10), determinadas a partir de las entalpias de disolucién, medidas por

microcalorimetria Calvet a 303.15 K, y las entalpias de cambio de fase, medidas por DSC

a-GP
Disolvente D,q,H" Eyp” Giot (1)
(k) mol™®)

1-metoxi-4-metil 51.50 @ 88.26 0.84
benceno
o-xileno 43.45 83.54 0.02
m-xileno 42.68 83.07 0.21
p-xileno 40.00 81.73 0.21
1,2-DMB 66.90 @ 96.62 1.05
1,3-DMB 66.90 @ 96.92 1.05
Benceno 33.92 80.13 0.21

a) Z=10 moléculas de disolvente. ™ valores tomados de la literatura. ' valor del 3-metil anisol. ' valor del 1,2-DMB

5.3.1 Acetato de metilo: 1,2-Dimetoxibenceno

Al realizar los respectivos experimentos calorimétricos de disolucién del acetato de metilo en
1,3-DMB se observé que dependiendo de la cantidad de disolvente adicionada el proceso podia
pasar de endotérmico a exotérmico; sin embargo, al obtener los valores de A,.,H las diferencias
energéticas entre una concentracién y otra no son muy significativas, pero en vista de que los

cambios ligeros en la concentracion del disolvente adicionado pueden hacer el cambio tan
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notable en la naturaleza del proceso de disolucién, se recomienda en un estudio posterior
realizar mas experimentos para llegar a una conclusién contundente. Por lo pronto, los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15 Disolucién de acetato de metilo en 1,3-DMB, en diferentes proporciones

(mol:mol) AgisH (k) mol™) AsonH (k) mol™)
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Materiales y Métodos

Los reactivos y disolventes para la modificacion de los carbohidratos estan comercialmente
disponibles. El CH,Cl,, n-Hexano y AcOEt fueron purificados por destilacion fraccionada
empleando una columna Vigreaux, el n-Hexano se pasé por una columna empacada con tonsil
antes de la destilacién fraccionada. Para la re-cristalizacion se empled n-Hexano grado HPLC. Los
lavados con carbon activado se realizaron utilizando AcOEt como disolvente. EI mercurio

utilizado en los experimentos de calorimetria fue quimicamente puro, bi-destilado y comercial.

Cromatografia en capa fina: Placas de aluminio cubiertas con silica gel 60 F254, Sigma-Aldrich,

con indicador de luz-UV. Revelador disolucién de sulfato cérico al 1 % en H,SO,4 1N.

Cromatografia en columna: Silica gel (40-63 um y 70-230 mesh) Merck.

Espectros de IR (cm™): Espectrofotometro Perkin EImer 552.

Espectros de 'H, *C y bidimensionales (5 (ppm), J (Hz)): Varian-inova 500 y 125 MHz,

respectivamente.

Espectros de Masas (m/z, %): IC-MS, EI-MS: Jeol AX505 HA, a 272.9°Cy 275.7°C.

Punto de Fusion: Calorimetro Diferencial de Barrido DSC7, por el método de van’t Hoff.

66



Importancia de la Interaccion CH/x...

M. en C. Lorena Bautista lbdriez

Calorimetria Calvet: Microcalorimetro Calvet C80 Setaram, con dos termopilas con sensibilidad
de 2 uW, control de temperatura de 0.001 K. Celdas de mezclado con rondana metalica y con
membrana de aluminio ambas construidas en acero inoxidable, operado a temperatura

constante de 303 K.

Calorimetria Diferencial de Barrido: Calorimetro DSC7, celdas abiertas de aluminio Perkin

Elmer.

Masas: Balanza Sartorius NC 210P, sensibilidad 10 pg; y Balanza Sartorious 4503Micro,

sensibilidad 0.001 mg.
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6.2 Metodologia Experimental

6.2.1 Sintesis de los carbohidratos permetilados

Para permetilar los carbohidratos deseados se probaron los métodos propuestos por Ciucano y
colaboradores, y Wang y colaboradores, (45), (58) en ambos se propone utilizar el anion CH3SO,
como una base fuerte, partiendo del DMSO, el cual es también el disolvente de la reaccién, y
una base fuerte como el NaOH en solucién acuosa al 50%. Como agente metilante se emplea el

CHgl.

Método de Ciucano: la a-D-Glucosa (0.5 g, 5.15 mmol, 1.0 eq.) se disolvié en dimetil
sulféxido (50 mL). Se incorpord lentamente NaOH (2.0 g, 8.75 mmol, 1.7 eq.), la mezcla se agité
hasta formar una suspension gelatinosa y se adicion6 gota a gota CHsl (10.0 mL, 30.99 mmol,

6.00 eq.).

Para terminar la reaccion se afiadieron H,O (100mL) y CH,Cl, (100 mL) para extraer la
fase orgdnica. La fase organica se lavé con H,0 (3 x 100 mL), se secd (Na,SO4) y se concentrd al
vacio. La mezcla de reaccién se disolvié en CH,Cl, y se percolé en una columna empacada con
gel de silice (malla gruesa) para eliminar el DMSO residual. Finalmente se purifica por

cromatografia en columna (mezcla de los isémeros o/).

Meétodo de Wang: El o/B-D-pirandsido de metilo (1 g, 5.15 mmol, 1.0 eq.) se disolvié en
DMSO (18 mL), se incorporé lentamente una solucién de NaOH ac. (50 %, w/w) (1.8 mL, 8.75

mmol, 1.7 eq.), la mezcla estuvo en agitacién hasta que se observd la formacion de un
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suspension gelatinosa, posteriormente se afiadid gota a gota el CHsl (1.93 mL, 30.99 mmol, 6.00

eq.), la mezcla de reaccidon estuvo en agitacién por 2 h a temperatura ambiente (Esquema 5).

Posteriormente se afiadié H,O dest., (100 mL), se separaron las fases y se extrajo la fase
acuosa con CH,Cl, (3 x 100 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion

saturada de Na,S,05 (200 mL), se secaron sobre Na,SQ,, se filtraron y se concentraron al vacio.

HOO DMSO, NaOH aq (50%) ~ Qo
HO H > o H
H CH,I, RT, 2h / H

Esquema 7 Condiciones de reaccion para permetilar pirandsidos en este trabajo

La mezcla de reaccidon se disolvié en AcOEt (+ 30 mL), a esta disoluciéon se adiciond
carbdn activado (20 %, w/w). La suspension color negro se agité dentro de un bafio maria por
20 min. La mezcla se filtré sobre celita después de 8 h. Finalmente el producto 2, 3, 4, 6-tetra-O-
metil-B-D-galactopirandsido de metilo se re-cristalizé de n-hexano (> 90 %) y el 2,3,4,6-tetra-O-
metil-a-D-manopirandsido de metilo se tratd con carbdén activado tres veces mas, hasta

alcanzar una pureza del 99.8 y 99.7 % para cada compuesto, determinada por CG.
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6.2.2 Caracterizacion espectroscopica de los carbohidratos permetilados

6.2.2.1 2,3,4,6-tetra-0-metil-B-D-galactopirandsido de metilo

Rendimiento: 735 mg (73 %). Sélido Blanco. M.p. 43.34 °C.

IR (KBr): 2932m, 2824m, 1551w, 1388w, 1256w, 1185w, 1124m, 1079s, 1050m, 1000w, 965w,

754w, 692w.

'H-RMN (500 MHz, C¢Dg): 2.96-2.98 (dd, J= 9.5, 3.0, 1H, H-C(3)); 3.11 (s, 3H, H3C(5)); 3.27 (s, 3H,
H3C(3)); 3.31-3.34 (ddd, J= 1.0, 5.5, 7.0, 1H, H-C(5)); 3.37 (s, 3H, H3C(1)); 3.44-3.45 (dd, J= 1.0,
3.0, 1H, H-C(4)); 3.46 (s, 3H, H5C(4)); 3.47-3.50 (dd, J= 5.5, 9.0, 1H, H-C(6a)); 3.55 (s, 3H, H3C(2));
3.61-3.65 (dd, J= 7.5, 9.0, 1H, H-C(6b)); 3.63-3.67, (dd, J= 7.5, 9.5, 1H, H-C(2)); 4.13 (d, J= 7.5, 1H,

H-C(1).
13C.RMN (125 MHz, C¢Dg): 56.2; 58.3; 58.8; 60.6; 60.9; 71.4; 73.4; 75.6; 81.3; 84.8; 105.3.

CI-MS: 251 ([M+H]"; [C11H»,05]™).
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6.2.2.2 2,3,4,6-tetra-0-metil-a-D-manopiranésido de metilo

Rendimiento: 3.475 g (90 %). Aceite amarillo.

IR (pelicula): 2980m, 2910s, 2829m, 1451m, 1377m, 1325m, 1291m, 1191s, 1114s, 1065s,

997m, 972m, 925w, 883w, 844w, 796w, 663w, 633w.

'H-RMN (500 MHz, CsD¢): 3.16 (s, 3H, HsC(1)); 3.25 (s, 3H, HsC(5)); 3.26 (s, 3H, HiC(3)); 3.26(s,
3H, H3C(2)); 3.48-3.49 (t, J = 1.2, 1H, H-C(2)); 3.48 (s, 3H, H5C(4)); 3.59-3.62 (dd, J = 2.0, 10.5, 1H,
H-C(6b)); 3.65-3.67 (dd ,J = 4.5, 10.5, 1H, H-C(6a)); 3.68-3.70 (dd, J = 3.0, 6.0, 1H, H-C(3)); 3.73 (t,

J=9.5, 1H, H-C(4)); 3.79-3.82 (ddd, J = 1.5, 5.0, 9.0, 1H, H-C(5)); 4.70 (d, J = 2.0, 1H, H-C(1).

13C.RMN (125 MHz, C¢Dg): 54.4; 57.2; 58.9; 59.0; 60.4; 72.4; 72.5, 77.0; 77.4; 82.6; 99.0.

CI-MS: 251 ([M+H]"; [C11H2,05]™).
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6.2.2.3 2,3,4,6-tetra-0-acetil-f-D-glucopirandsido de acetilo

(5)
/\\ 6. O (0] O
O/ O/ \5I/ \:I_/ \f

4\3/ 2 ‘0@
(4)\/3 i
W~ 0
o @
(6]

o
) Yo
Comercialmente disponible, 99.8 % de pureza. Polvo Blanco.

IR (pelicula): 2980m, 2910s, 2829m, 1451m, 1377m, 1325m, 1291m, 1191s, 1114s, 1065s,

997m, 972m, 925w, 883w, 844w, 796w, 663w, 633w.

'H-RMN (500 MHz, CeDg): 3.16 (s, 3H, H3C(1)); 3.25 (s, 3H, H3C(5)); 3.26 (s, 3H, H3C(3)); 3.26(s,
3H, H3C(2)); 3.48-3.49 (t, J = 1.2, 1H, H-C(2)); 3.48 (s, 3H, H5C(4)); 3.59-3.62 (dd, J = 2.0, 10.5, 1H,
H-C(6b)); 3.65-3.67 (dd ,J = 4.5, 10.5, 1H, H-C(6a)); 3.68-3.70 (dd, J = 3.0, 6.0, 1H, H-C(3)); 3.73 (t,

J=9.5, 1H, H-C(4)); 3.79-3.82 (ddd, J = 1.5, 5.0, 9.0, 1H, H-C(5)); 4.70 (d, J = 2.0, 1H, H-C(1).
13C.RMN (125 MHz, C¢Dg): 54.4; 57.2; 58.9; 59.0; 60.4; 72.4; 72.5, 77.0; 77.4; 82.6; 99.0.

CI-MS: 390.34 ([C16H2,011]). (59)
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6.2.3 Titulacion anisotrépica tH-RMN:

El pirandsido permetilado o peracetilado (108 mg, 0.43 mmol) fue disuelto en CDCl; (0.5 mL) y
se midié el espectro de 'H-RMN, después de esto se adicionaron alicuotas de 38.8 uL (0.43
mmol) y 22.8 uL (0.25 mmol) de C¢Dg, respectivamente, hasta obtener una solucién del
carbohidrato saturada con benceno, se comenzdé con una relacion 1:0.5 hasta 1:50.24
(pirandsido/benceno) después de cada adicion se tomé el respectivo espectro de *H (Tablas 1-2

y 11-12).

Para el AcOMe (113 mg, 1.52 mmol) las alicuotas de C¢Dg adicionadas fueron de 135.2
uL, el procedimiento fue el mismo. Los residuos del carbohidrato que interaccionaron
intermolecularmente con el anillo aromatico de benceno experimentaron corrimientos a
campos mas altos, la magnitud de los cambios en el desplazamiento quimico esta relacionada

directamente con el incremento en la fuerza de interaccion (Tabla 3).

6.2.4 Entalpias de disolucion por calorimetria de flujo de calor:

Los experimentos de disolucion se llevaron a cabo por calorimetria de flujo de calor, utilizando
un calorimetro diferencial Calvet Setaram C80, con una resolucién calorimétrica de 0.12 uW y
un limite en poder de 2 a 5 pW. Todos los experimentos de disolucion se realizaron

isotérmicamente a 303.2 K.

Para este grupo de experimentos se emplearon celdas de acero inoxidable con

membrana de tefldn y/o aluminio, utilizando masas de alrededor de 50 mg para cada pirandsido
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y una cantidad de disolvente aromadtico de 350 a 550 mg, dichas cantidades son las apropiadas
para ser colocadas en cada uno de los contenedores de la celda, con el fin de obtener una sefal

térmica maxima.

La relacion molar resultante de carbohidrato/disolvente, después del proceso de
disolucién fue 1:10. Las masas de las sustancias involucradas en un experimento de disolucién

con esta técnica fueron medidas en la balanza Sartorius NC210 P con una sensibilidad de 10 pg.

La metodologia experimental consiste en depositar en la celda de muestra una cierta
cantidad de soluto y, como ya se indicd, separandola del disolvente a través de la tapa metdlica
y el mercurio, el cual durante el mezclado por rotacién ayuda también a homogeneizar el
sistema. La celda de referencia se prepara de manera idéntica excepto que no se deposita

muestra.

Para poder referir los resultados de entalpia de disolucion a la cantidad de sustancia
presente en cada experimento, tanto el soluto como el disolvente se pesan de la misma forma

en la balanza Sartorius MC 210 P.

Una vez que las celdas de disolucién (con membrana o mercurio) se colocan en los
sensores del calorimetro Calvet, la temperatura y el flujo de calor son estabilizados en un
tiempo aproximado de 90 min., después de este tiempo se comienza la adquisicién de datos.
Cinco minutos son suficientes para obtener una buena linea base inicial, se procede entonces a
romper la membrana de las celdas de membrana, segln sea el caso, se inicia la rotacion del

calorimetro C80 por 15 min para promover el proceso de disolucion.
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El andlisis de las curvas de disolucién, generadas por el software de tratamiento de datos
del calorimetro C80 mostroé que para la cantidad de energia (7.0 J) involucrada en algunos de los
experimentos de disolucién la transferencia de calor terminaba antes de 120 min. Al final de un
experimento de disolucion la diferencia entre la linea de base inicial y final no era mas de 0.01
mW, lo cual significa una incertidumbre maxima en la cuantificacion del area bajo la curva de *
0.069 J. El calorimetro C80 trabaja a presidn constante, por consecuencia la integracién de la
curva de flujo de calor en funcidon del tiempo, proporciona directamente la entalpia de
disolucioén, AgisH, de cada carbohidrato en el respectivo disolvente aromatico. En la Tabla5y 6 la
incertidumbre asociada al valor promedio de la entalpia de disolucién representa la desviacién

estandar.

Otro tipo de celdas utilizadas en este trabajo son celdas de mezclado que constan de dos
compartimientos, en el primero se deposita la muestra a disolver (soluto) y en el segundo se

coloca el disolvente, separados ambos por una pequefiia tapa metalica y una capa de mercurio.

6.2.5 Entalpias de Sublimacioén y Vaporizacion por calorimetria diferencial de barrido:

Las mediciones calorimétricas de las entalpias de sublimacion o vaporizacion de los
carbohidratos se efectuaron utilizando un calorimetro DSC7 modificado que opera

isotérmicamente. (60), (61)

El elemento sensible de este mecanismo es un bloque calorimétrico Perkin ElImer DSC7

dentro una camara de vacio conectado al dispositivo de control DSC7 a través de un pasamuros
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eléctrico. El sistema de sublimacién/vaporizacion se evacua con una bomba rotatoria de vacio y
la presién residual interna de la cdmara se monitorea con un mandmetro, un mandémetro Pirani.
Se emplearon celdas de vaporizacién/sublimacion estandar de aluminio abiertas, disponibles

comercialmente con Perkin Elmer.

A partir de experimentos preliminares se estableci6 como temperatura de trabajo

333.15K.

En cada experimento de sublimacidn/vaporizacion se depositaron alrededor de 10.0 mg
del respectivo carbohidrato en el interior de las celdas y se pesaron en una microbalanza

Sartorius 4503, cuya sensibilidad es de 1.0 ug.

Una vez preparadas las celdas se depositan en el sensor calorimétrico, se espera a la
estabilizacién del flujo de calor y temperatura, y se comienza la adquisicion de datos. Para
obtener una buena linea de base inicial son suficientes cinco minutos de registro de datos,
posteriormente se abre la valvula conectada a la bomba de vacio, entonces la presidn dentro de
la cdmara de vacio disminuye rapidamente promoviendo el proceso de sublimacién o

vaporizacién, segun sea el caso.

Durante la preparacidon de la muestra, la estabilizacion térmica y el cambio de presién,
debido a la evacuacidn inicial, una pequena fraccién de la sustancia sublima o evapora. Por lo
tanto es necesario determinar la masa perdida durante dichos procedimientos, esto se
determind con experimentos independientes, repitiendo exactamente el procedimiento

experimental hasta el paso en el que se abre la valvula de vacio, inmediatamente se detiene el
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experimento llevando la temperatura a 25°C y rompiendo el vacio. Rapidamente se calcula la

pérdida de masa por diferencia de peso.

Se empled el programa Pyris del calorimetro DSC7 para adquirir los datos y efectuar la
integracion del area bajo la curva del cambio de fase. Conociendo el drea bajo la curva de
sublimacién o vaporizacién, la masa inicial, la pérdida de masa durante la carga y estabilizacién

térmica, se obtiene la entalpia de sublimacién o vaporizacién con la siguiente relacidn:

_ area de sub/vap (W*s)
- (masa inicial (g) - masa perdida (g))

Asub/vapH (15)

En la tabla 6 la incertidumbre asociada al valor promedio de la entalpia de sublimacién o

vaporizacion de los piranésidos representa la desviacion estandar.

El bloque calorimétrico asociado al sistema de vacio del DSC7 es calibrado en energia y

temperatura utilizando muestras de alta pureza de Indio y Zinc.
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7. CONCLUSIONES

Cuando los resultados calorimétricos y de RMN se combinan es posible proponer que la
interaccion CH/x es estabilizante en una magnitud que va de 9 a 13 kJ mol ™, dependiendo del
sustrato aromatico utilizado y es de naturaleza entalpica. Estos valores de energia se obtuvieron

utilizando el método para determinar la energia de solvatacion.

La determinacion de la energia de interaccién, E;, confirmd la existencia de una
interaccion carbohidrato-compuesto aromadtico estabilizante, y junto con el Esquema 6

permitieron establecer que al menos tres moléculas de benceno estan asociadas con el soluto.

La magnitud del valor de la interaccion CH/m no varia de acuerdo a la naturaleza
electrénica de la nube aromatica del disolvente en el sentido de Hammett. Se puede entonces
afirmar que el volumen estérico de los sustituyentes en los disolventes impide que la asociacién
carbohidrato-benceno sustituido siga un comportamiento Hammett, a mayor densidad

electronica en el anillo mas fuerte la interaccion carbohidrato-sustrato aromatico.

A través de las mediciones experimentales de la energia asociada con esta interaccion y
realizando una comparacion de los mismos con los resultados tedricos reportados previamente,
fue posible determinar la energia y existencia de las interacciones CH/ entre los carbohidratos

y proteinas.

Es bien sabido que los disolventes tienen propiedades generales que los hacen un

continuo microscopico caracterizado por propiedades fisicas tales como densidad, constante
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dieléctrica, indice de refraccidn, etc., aunque como un discontinuo, tiene moléculas, que de
manera individual, interactian entre si a través de interacciones especificas. Interacciones que
fueron consideradas al calcular la energia de las interacciones CH/m, E; ,, de los carbohidratos

estudiados, a través de la ecuacién 14. (62)

En resumen los objetivos iniciales de este proyecto doctoral se cumplieron a cabalidad

como a continuacion se puede leer de manera puntual:

e Se determind experimentalmente el valor energético de la interaccion CH/m en la

supramolécula carbohidrato-compuesto aromatico.

® De acuerdo a los datos obtenidos por calorimetria y RMN se establece que: tres

moléculas del compuesto aromatico estan asociadas con una de soluto.

® La magnitud de la entalpia de solvatacién no varia de acuerdo a la naturaleza del
sustituyente del benceno en el sentido de Hammett, a mayor densidad electrénica en el

anillo mayor fuerza de interacciéon con el carbohidrato.

e De acuerdo con los resultados, GTP experimenta reconocimiento molecular y MP

Unicamente solvatacion.

e Se determind experimentalmente el calor de cambio de fase de los siguientes
compuestos: acetato de metilo, a-metil-manopiranésido permetilado y p-metil-

galactopirandsido permetilado.

Finalmente, este trabajo constituye una propuesta experimental, '"H-RMN y

termodinamica, para estudiar interacciones intermoleculares débiles en solucion.
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Tabla Al. Entalpias de Disolucion del 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo en 4-metil

anisol (1:10, mol:mol), determinadas por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (%) | drea (°) | Q(9) | AgHm
Experimento #

mg J Jg' | kimol*

1 102.96 | 0.386 |3.746 | 0.94

2 102.71 0.375 |3.654 | 0.92

3 101.16 0.422 | 4.170 1.04

4 97.75 0.304 |3.107 | 0.78

5 105.38 | 0.429 | 4.066 | 1.02

Media 101.99 | 0.383 |3.749 | 0.94

Desviacion estandar 2.81 0.050 | 0.418 | 0.11

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopiranésido de metilo en cada experimento; (b) drea de la curva en el

termograma.
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Tabla A2. Entalpias de Disolucién de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo en o-xileno

(1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (") Q AgisHomy
Experimento #

mg J Jg' | kmol?

1 106.01 1.194 | 11.261 2.2

2 102.17 | 1.060 | 10.375| 2.60

3 105.84 | 1.056 | 9.981 2.50

4 101.64 1.048 | 10.309 | 2.58

Media 103.92 | 1.090 | 10.482 | 2.62

Desviacion estandar | 2.33 0.070 | 0.548 0.14

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopiranésido de metilo en cada experimento; (b) area de la curva en el

termograma.
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Tabla A3. Entalpias de Disolucién de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo en p-xileno

(1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

AdisHm/
masa (°) | Area (°) Q
Experimento #

mg J Jg' | kmol?

1 100.49 1.059 | 10.540 | 2.64

2 102.30 1.068 | 10.435 2.61

Media 101.40 | 1.063 | 10.488 | 2.63

Desviacion estandar 1.28 0.006 0.074 0.02

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopiranésido de metilo en cada experimento; (b) drea de la curva en el

termograma.
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Tabla A4. Entalpias de Disolucidn de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo en m-xileno

(1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (") Q AgisHomy
Experimento
mg J gt | kimol®
1 109.82 1.298 | 11.815 2.96
2 102.17 1.239 | 12.125 | 3.04
Media 105.10 1.268 | 11.970 | 2.10
Desviacién estandar 5.41 0.042 0.219 0.06

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopiranésido de metilo en cada experimento; (b) area de la curva en el

termograma.
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Tabla A5. Entalpias de Disolucidn de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo en 1,2-

dimetoxibenceno (1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (®) | Q | AyH.,
Experimento
mg J gt | kmol?
1 101.36 0.428 | 4.219 1.06
2 102.73 0.433 | 4.210| 1.05
Media 102.05 0.430 | 4.214| 1.06
Desviacién estandar 0.97 0.003 | 0.006 | 0.002

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopiranésido de metilo en cada experimento; (b) area de la curva en el

termograma.
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Tabla A6. Entalpias de Disolucidn de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo en 1,3-

dimetoxibenceno (1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopiranésido de metilo en cada experimento; (b) drea de la curva en el

termograma.

masa (°) | Area (°) Q | AgsHn,

Experimento #
mg J gt | kimol*
1 101.18 | -0.464 | -4.582 | -1.15
2 104.31 -0.413 | -3.957 | -0.99
Media 102.75 -0.438 | -4.270 | -1.07
Desviacion estandar 2.21 0.036 | 0.442 0.11
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Tabla A7. Entalpias de Disolucién de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo en benceno

(1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (°) Q AdisHm,
Experimento #

mg J gt | kimol?

1 111.34 | -1.465 | -13.156 | -3.29

2 221.31 | -3.238 | -14.632 | -3.66

3 106.54 | -1.612 | -15.132 | -3.79

4 104.46 | -1.461 | -13.989 | -3.50

5 99.86 | -1.596 | -15.977 | -4.00

Media 102.16 | -1.528 | -14.983 | -3.65
Desviacion estandar 3.25 0.095 1.406 0.27

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopiranésido de metilo en cada experimento; (b) drea de la curva en el

termograma.
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Tabla A8. Entalpias de Disolucidn de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en 4-metil

anisol (1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (") Q AgisHomy
Experimento
mg J gt | kimol®
1 100.00 6.491 | 64.912 | 16.25
2 100.77 | 6.702 | 66.508 | 16.65
3 103.50 | 7.387 | 71.373 | 17.86
4 104.97 | 7.887 | 75.136 | 18.81
Media 104.24 7.637 | 73.254 | 17.39
Desviacion estandar 1.04 0.353 | 2.661 1.17

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galctopirandsido de metilo en cada experimento; (b) drea de la curva en el

termograma.
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Tabla A9. Entalpias de Disoluciéon de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en o-xileno

(1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (°) Q AdisHm,
Experimento
mg J gt | kimol*
1 102.95 | 7.765 | 75.420 | 18.88
2 104.18 | 7.849 | 75.338 | 18.86
3 102.90 7.707 | 74.899 | 18.75
4 102.65 | 7.865 | 76.620 | 19.18
Media 102.78 | 7.786 | 75.759 | 18.91
Desviacion estandar | 0.18 0.112 | 1.217 0.18

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en cada experimento; (b) area de la curva en el

termograma.
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Tabla A10. Entalpias de Disoluciéon de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopiranésido de metilo en p-xileno

(1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (°) Q AdisHm,
Experimento
mg J gt | kimol*
1 101.88 | 8.183 | 80.317 | 20.10
2 100.84 | 7.732 | 76.673 | 19.19
3 102.18 7.694 | 75.302 | 18.85
4 104.80 | 7.895 | 75.336 | 18.86
Media 103.49 | 7.795 | 75.319 | 19.25
Desviacion estandar 1.85 0.142 | 0.024 0.59

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en cada experimento; (b) area de la curva en el

termograma.
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Tabla Al11. Entalpias de Disolucion de 2,3,4,6-tetra-O-metil-3-D-galactopirandsido de metilo en m-xileno

(1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (") Q AgisHomy
Experimento
mg J gt | kimol®
1 101.38 7.857 | 77.496 | 19.40
2 101.30 7.946 | 78.437 | 19.63
3 107.47 | 8.080 | 75.184 | 18.82
4 102.25 8.047 | 78.701 | 19.70
Media 104.86 | 8.064 | 76.942 | 19.39
Desviacion estandar 3.69 0.023 | 2.487 0.40

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en cada experimento; (b) area de la curva en el

termograma.
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Tabla A12. Entalpias de Disolucién de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en 1,2-

dimetoxibenceno (1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (") Q AgisHomy
Experimento
mg J gt | kimol®
1 103.01 7.132 | 69.234 | 17.33
2 102.03 7.148 | 70.058 | 17.54
3 101.37 | 7.691 | 75.866 | 18.99
4 101.82 | 7.334 | 72.028 | 18.03
Media 101.60 7.512 | 73.947 | 17.97
Desviacion estandar | 0.32 0.252 | 2.714 0.74

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en cada experimento; (b) area de la curva en el

termograma.
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Tabla A13. Entalpias de Disolucién de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en 1,3-

dimetoxibenceno (1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

Masa (%) | Area (°) Q AgisHomy
Experimento
mg J Jgt | kimol®
1 103.93 | 6.810 | 65.524 | 16.40
2 101.01 | 6.585 | 65.193 | 16.32
3 107.72 | 6.727 | 62.453 | 15.63
4 104.47 | 6.825 | 65.326 | 16.35
Media 106.10 | 6.776 | 63.889 | 16.18
Desviacidn estandar 2.30 0.069 | 2.032 0.36

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en cada experimento; (b) area de la curva en el

termograma.
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Tabla A14. Entalpias de Disoluciéon de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en benceno

(1:10, mol:mol), determinada por microcalorimetria Calvet a 303.15 K en kJ mol™

masa (°) | Area (") Q AgisHomy
Experimento
mg J gt | kimol®
1 109.15 7.109 | 65.126 | 16.30
2 103.99 6.914 | 66.491 | 16.64
3 106.64 | 7.124 | 66.800 | 16.72
4 104.08 | 6.856 | 65.870 | 16.49
Media 105.36 | 6.990 | 66.335 | 16.54
Desviacion estandar 1.81 0.189 | 0.657 0.19

(a) la masa de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo en cada experimento; (b) area de la curva en el

termograma.

98



Tabla A15.

determinada por DSC.

Importancia de la Interaccion CH/x...
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Entalpia de Vaporizaciéon de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo,

m () m; () mo(y | el | Areadel |y Qoo | AvepHm:
Experimento
mg mg mg m)J m)J K J g’1 kJ mor™
1 22.079 0.374 21.414 6818.470 | 490.803 | 323.15 | 295495 73.96
2 12.229 0.157 11.911 4253721 | 543.176 | 333.15 | 311.530 77.97
3 10.750 0.089 10.519 4052467 | 692274 | 333.15 | 319.434 79.95
4 11.546 0.091 11.303 4243765 | 680.740 | 333.15 | 315236 78.90
5 8.857 0.071 8.669 3186.662 | 714540 | 333.15 | 285.162 71.37
6 9.187 0.071 8.995 3217.475 | 750.902 | 333.15 | 274.221 68.63
7 12.583 0.145 12.272 4176.816 | 760.071 | 333.15 | 278.417 69.68
8 11.936 0.094 11.685 3997.167 | 713453 | 333.15 | 281.030 70.34
9 11.233 0.102 10.983 3750.066 | 730.605 | 333.15 | 275.745 69.02
10 9.268 0.062 9.084 3402.849 | 793.733 | 333.15 | 287.229 71.89
11 10.244 0.088 10.021 3588507 | 712434 | 333.15 | 287.008 71.84
12 9.148 0.077 8.950 3338.167 | 714444 | 333.15 | 293.142 7337
Media 11.588 0.118 11317 4002928 | 691431 291.971 73.08
D;St‘;is;iaér” 3.552 0.085 3.421 972.221 87.689 15.571 3.90
" ;‘;;g;) i 75.177 + 3.90

(a) masa inicial de 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo en cada experimento; (b) masa residual después de la vaporizacidn; (c) masa evaporada; (d)

drea total de la curva del proceso de vaporizacion; (d) drea correspondiente solamente al pico de vaporizacion cuando cambia la primera derivada.
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Tabla Al16. Entalpias de

determinada por DSC.

Vaporizaciéon de
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2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopirandsido de metilo,

Area  del
m; () my®) | ms(9 Area Total (%) T Quap AvapHm:
Pico (%)

Experimento

mg mg mg m)J m)J K J g’1 kJ mor™
1 10.900 0.146 10.734 5242.193 501.490 313.15 441.664 110.54
2 12.443 0.072 12.348 5828.598 631.089 313.15 420.924 105.35
3 11.166 0.101 11.044 4985.671 690.690 313.15 388.889 97.33
4 10.194 0.074 10.101 4733.062 794.535 313.15 389.913 97.59
5 9.042 0.088 8.937 4509.534 775.573 313.15 417.801 104.57
6 10.602 0.083 10.499 5008.272 809.251 313.15 399.934 100.10
7 10.069 0.082 9.968 5430.304 994.637 313.15 444,979 111.37
8 10.390 0.105 10.266 5369.683 944.175 313.15 431.098 107.90
Media 10.601 0.094 10.487 5138.415 767.680 416.900 104.35
Desviacion

0.980 0.024 0.9786 418.479 160.630 22.107 5.53
estandar

105.25 +
AyopHpm (273.15K) =
5.53

(a) masa inicial de 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopiranésido de metilo en cada experimento; (b) masa residual después de la vaporizacién; (c) masa evaporada; (d)

drea total de la curva del proceso de vaporizacion; (d) drea correspondiente solamente al pico de vaporizacion cuando cambia la primera derivada.
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Los experimentos de vaporizacion o sublimacion no se realizaron a temperatura ambiente razén

por la cual fue necesario realizar la correccién por temperatura, a través del siguiente procedimiento:

Entalpia de Vaporizacion del 2,3,4,6-tetra-O-metil-a-D-manopirandsido de metilo

1

AIH 1 (T exp) - TH 1, (298.15K) /K3 *mol ™ = 6x10 72 (T exp-— 298.15)

73.077 —A?H(298.15) — 2.1 kJ *xmol *

A ? H (298.15) = 73.077 + 2.1 = 75.177 kJ *mol

El mismo procedimiento de correccidn aplica para el 2,3,4,6-tetra-O-metil-B-D-galactopiranésido de

metilo.

101



