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1. INTRODUCCION




En esta Tesis, se desarrollan las sintesis quimicas de
algunos disaciridos de interés bioldgico dentro de un progra
ma general dirigido a 1la elucidacién de la estructura y fun-
cibén, en sistemas vivos, de moléculas compuestas por hidra--
tos de carbonol. La sfntesis de estos disaciridos ha implica
do la preparacién de nuevos derivados especificamente bloguea
dos de monosacaridos y con la idea de encontrar las mejores |
condiciones de sintesis, se ha realizado tambi&n un estudio

de algunas reacciones relacionadas.

Los oligosac@ridos, (para revisiones en relacibén con -
este tipo de sustancias ver referencias 2-25), son productos
tipicos de degradacidn parcial de polisac&ridos, forman par-
te de otras importantes macromol&culas, conjugados carbohi---
drato-proteina26 Yy carbohidrato—lipid027, en los seres vivos,

y, algunos de ellos, como la trehalosalg'20

2,3,6,7,12,13,19

, los oligosacari

dos del tipo de la sacarosa
8,9,11,15,18,19

y los oligosaca-
ridos de la leche , se comportan como metaboli

tos independientes en sistemas bioldgicos.



Las macromoléculas compuestas por hidratos de carbono
han sido objeto de considerable atencién en la pasada dec&--
da. La mayor parte de estas investigaciones han estado diri-
gidas al estudio de la estructura y los mecanismos de biosin
tesis de peptidoglicanos y lipopolisacaridos de las paredes

de células bacteriana528_32 y a la elucidacidn del metabolis

mo y la estructura de glicoproteinasZG, glicolipid0527’33

S . . 34 .
glicosaminoglicanos en mamiferos.

Muchos de estos carbohidratos complejos estén asocia--
dos con la superficie celular y es un drea de creciente inte-
rés el estudio de la estructura de las membranas celulares,
particularmente 1la organiéacién y las interacciones de los -
lipidos, proteinas y carbohidratos que las componen. Traba--
jos recientes35, sugieren que gliqoproteinas y glicoesfingo-
lipidos constituyen la parte mds externa de la membrana plas
mitica de cglulas de mamiferos, con sus oligosacdridos situa
dos hacia el exterior de la compacta estructura lipoproﬁeica
que constituye la membrana, formando estructuras relativamen
te rigidas y con una conformacién dependiente en alto grado
de los monosacaridos presentes, las posiciones en que estos
se hallan unidos y la configuracidén de los enlaces glicosili
cos. Esta rigidez estructural parece estar relacionada con -
la gran especificidad de las reacciones de estos complejos -
con aglutininas, virus, anticuerpos, enzimas, y con su acti-

vidad antigénica.



Por otra parte, las sustancias especificas de los gru-
pos sanguingos que se encuentran en los fluidos de los teji-
dos y en las secreciones, son macromolé&culas compuestas por
hidratos de carbono unidos covalentemente a proteina36. Aun-
que la estructura de estas molé&culas no ha sido afin estable-
cida, sus propiedades parecen indicar que estin formadas por
una serie de oligosacéridos, ramificando un esqueleto pepti-
dico. Estas estructuras, cuyé formacién est& genéticamente -
controlada, confieren a las moléculas yn alto grado de espe-
cificidad inmunolégica y existen hechos que permiten concluir
que esta especificidad viene determinada por la secuencia de
azQcares en el extremo no reductor de la cadena de hidrato -
de carbono. Las estructufas responsables de la especificidad
no estdn tampoco definitivamente asignadas y aunque el deter
minante antigénico que 1los anticqerpos hﬁmanos son capaces -
de reconocer, comprende probablemente tres o cuatro azfcares,
la contribucidn fundamental a la especificidad corresponde -
al términal no.reductor. A este respecto se ha sugerido37 -
que los oligosacdridos determinantes actfian en solucién en -
una conformacidén definida y que la funcién de ciertas unida-
des de hidratos de carbono préximas al terminal, consiste en
mantener al oligosacérido en esta conformacidn, de tal modo,
que el terminal de la cadena presente'la geometria 6ptima -

. ' . . 38
para reaccionar con los centros activos del anticuerpo™ .

El estudio de la estructura de estas complejas sustan-

cias y de la funcién que desempefian, en las membranas celula



res, O en‘las sustancias especificas de los grupos sanguineos
no unidos a membrana, hace deseable disponer de compuestos -
purés, prepérados por sintesis, y de sustanCias modelo que -
faciliten la interpretacidn de los resultados obtenidos a --
partir de material bioldgico. En efecto, en los filtimos anos
la espectroscopia de RMN, la difraccidén de rayos X, medidas
de superficie, métodos calorimétricos, dispersidn 6ptica ro-
tatoria y dicroismo circular, resonancia de espin electrdn -
y otros métodos fisicos, han aportado una considerable infor
macién sobre la estructura de importantes macromoléculas. ==
Sin embargo, la aplicacién de técnicas fisicas a macromolécu
las compuestas por hidratos de carbono complejos, componen--
tes de membranas celulares o de sustancias especificas de --
grupo sanguineo, cuenta con escasos antecedentes debido, pro
bablemente, a su complejidad estructural. Es esta compleji--
dad estructural la que hace deseable la preparacidn y el es-
tudio de sustancias de sintesis y sistemas modelo de las --
que puede obtenerse informacidn que puede ser valiosa eh el
estudio de la estructura y funcién de las macromoléculas bio

ldgicas.

El trabajo que se presenta en esta Memoria ha estado -
dirigido, siguiendo la linéa arriba apuntada y dentro de un
programa recientemente iniciadol, a la sintesis quimica y el
estudio estructural de algunos oligosacéaridos de galactosa =
presentes en glicoesfingolipidos de membranas celulares Yy en

sustancias especificas de los grupos sanguineos. En esta Te-



sis se describen las sintesis quimicas de los disacdridos -
4-0-o-D-galactopiranosil-D-galactosa (1), 4-0-B-D-galactopi-
ranosil-D-galactosa (2), 3-0O-o-D-galactopiranosil-D-galacto-

sa (3) y 3-0-B-D-galactopiranosil-D-galactosa (4).

CH,0 CH,O0H CH,OH CH,OH
HO (0] o) HO o) o 0
- Kow 0™ K\OH H,0H OH OH H,OH
OH OH OH OH
1 2
CH,OH CHaOH CH,0H CH,OH
HO 0 HO 0 HO 0 HO o
OH H,0H OH o) H,OH
o
OH OH OH “OH
3 4

La sintesis de los disacdridos 4—9—a-g~galactopifanosi}-
D-galactosa (}) y 4-0O-B-D-galactopiranosil-D-galactosa (g) -
se ha emprendido en relacib6n con los trabajos ya iniciados1
de aplicacibn de técnicas fisicas al estudio de glicoesfingo
lipidos de membranas celulares. Recientemente, se han pro- -
puesto, casi simulﬁéneamente, las estructuras de 1-0-{4-0(4-
g-a-g-galactopiranosil)—B—g—galactopiranosil}—B-Q-glucopira-

nosil ceramida (5) y 1—97f4—97(4—97B-Q—galactopiranosil)fB—Q



~galactopiranosil} -g-D-glucopiranosil ceramida (6)42’43, para

un glicoesfingolipido que se acumula en el rifién de pacien--

CH,OH - CH,OH CH,OH
HO 0 0 o]
O - CHZ
OH 0" KOH O K oH |
C-NHCO-R'
OH OH OH HC
I
CH
.
5
CH,0H CH,OH CH,OH
HO o (o] o}
o 0 —CH,
OH OH 0 OH |
C-NHCO-R!
OH OH OH H(':
|
CH
I8
s

tes con la enfermedad de Fabry, y que se encuentra también -

en el rinén humano normal y en los eritrocitos39-43. Aunque
la contraversia sobre la estructura del glicoesfingolipido -
parece zanjada a favor de la estructura §43'44, las sintesis
de los disac‘éridos terminales, 4-9—a—gf galacto piranopirano-

sil—g—galactbsa (1) y 4-0-B-D-galactopiranosil-D-galactosa



(g), descritas en esta Tesis, represenﬁan un paso indispensa
ble hacia la sintesis total inequivoca del producto natural

y el estudio de la conformacidén de ambos disacé&ridos por mé-
todos fisicos puéde, ademis, ser de utilidad en relaci6n con
éstudios estructurales en glicoesfingolipidos de la membrana

celular.

Pof otra parte, las sintesis quimicas de los disacéari-
dos 3-O-a-D-galactopiranosil-D-galactosa (§) y 3-0-B8-D-galac
topiranosil-D-galactosa (f), descritas en la presente Memo--
ria, estdn directamente conectadas con el estudio de la es--
tructura de la sustancia especifica de grupo sanguineo B en
humanos. El disacérido 3-0-o~D-galactopiranosil-D-galactosa
(§) es el terminal no reductor de la sustancia del grupo san

guineo p>°7>7

y su sintesis quimica y la de su isémero con -
enlace glicosilico 8 (4), descritas en esta Tesis, represen
tan un importante paso en el estudio del mecanismo de reaccio

nes seroldgicas especificas.

Las dos 1 » 4 o y B galactosilgalactosas (} y g) se --
han sintetizado quimicamente por primera vez en esta Tesis -
y son conocidas como sustancias aisladas de produCtos.naturg‘
les. El disacérido 4-0-a-D-galactopiranosil-D-galactosa (})
ha sido obtenido previamente por hidréiisis parcial del muci
lago del okrg‘comﬁn45, por reversién.enzimética de la D-ga--

4

lactosa con a-—galactosidasa4 y por reduccidn de esteres

del &cido 4-g—a—g-galactopiranosiluronico—g—galacturénico48.



El disacérido 4—97B-g-galactopiranosil-g—galactosa (g), ha -
sido también aislado de hidrolizados parciéles de varios po-
lisacéridos de origen veget:al‘lg_53 y existe en la literatura
un pfevio intento de sintesisS4; las constantes fisicas de -

la sustancia sintética, no coinciden, sin embargo, con las -

descritas para el producto natural.

El disacérido B—Qfa—g-galactopiranosil—g-galactosa (3)
se ha sintetizado por primera vez en este £rabajo, aunque, -
como en el caso de los disacdridos } y g, la sustancia ha si
do previamente aislada de los hidrolizados parciales de A-ca
rragenina58 y por polimerizacidn enzimitica de la D-galacto-

46,47
a

s . E1 disacarido 3-9—B—g-galactopiranosil-g;galactosa

(4) se ha obtenido también con anterioridad de los hidroliza
dos parciales de varios polisacélridossg_74 y se ha sintetiza
do previamente por un método diferente al descrito en esta -

Memoria76.

Existen, en principio, dos posibles aproximaciones a -
la sintesis quimica de oligosacdridos: la conversibén de un -
oligosacérido'fécilmente asequible en otro, sin formacidn de
nuevo enlace glicosilico en la transformacidén y la creacidn

de un enlace glicosflico entre los monosacdridos componentes.

Dentro de la primera aproximacidn, se han utilizado mé
todos muy conocidos en la quimica de monosacéridos, para - -

acortar o alargar la cadena carbonada de oligosacéridos reduc
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4,20,76,77

tores , convertir la unidad reductora de un oligosa

4,19,20,78,79

cdrido en otro por transposicidn , transformar -

la molécula de un oligosacdrido neutro en un oligosac&rido -

de &cido urénicogo-sz, invertir la configuracidén de enlaces

83,84

glicosilicos o desplazar un grupo hidroxilo de un oligo

. . . . 85
saclrido por grupos desoxi, aminodesoxi o ceto .

La segunda aproximacién citada, que es el procedimien-
to més general de obtencibn de oligosacaridos, implica la -

creacibén de enlaces glicosilicos entre monosacdridos por sus

23,24

titucidn nucleofilica en un centro anomérico y requie-

re, por una parte, la presencia de un grupo saliente apropia
do en el carbono anomériéo del monosacarido glicosilante y -
por otra, la disponibilidad de derivados especifidamente pro
tegidos para ser utilizados como componente aglicénico. Con

relacibn al agente glicosilante empleado y las condiciones -
de la reaccibén se han utilizado diferentes derivados y dis--
tintos métodos Ae condensacién. Los m&s comunes utilizan ha-

luros de glicosilo protegidos e incluyen la conocida reaccién

de Koenigs—Knorr4'lO’17’19—22’90_93, la modificaci6n de Meys

95,96

tre y Miescher94, la modificacién de Helferich el em~ -

pleo de haluros de glicosilo con un grupo no participante en:

25,917 y el método de Lemieux98’99. Otros hacen uso de - -

otros agentes glicosilantes, como ortoesteres23'100 y menos

comunmente anhidridos de azucaresml-103 acetatoslo4-105,

106,107 y glicalesloa.

C-2

de

rivados reductores
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En cuanto al componente aglicénico la proteccién de to
dos los grupos hidroxilos, a excepciétn del de la posicidn --
que se desea glicosilar, es un problema a resolver en cada -
caso de acuerdo con el tipo de oligos&icarido que se pretende
.obtener e implica el estudio de la reactividad de cada grupo
hidroxilo frente al reactivo protector y al agente glicosi--
lante. Desgraciadamente, el conocimiento de los factores que
gobiernan la reactividad de los grupos hidroxilo en hidratos
de carbono es actualmente insuficientelog’110 y aungque se co
noce una gran cantidad de derivados parcialmente bloqueados,

la eleccidn del derivado adecuado depende de la sintesis es-

pecifica a realizar.

Las sintesis de los disacé&ridos 1-4 descritas en esta
Tesis se ha realizado de acuerdo con la segunda aproximacién
citada, por condensacién de bromuro de 2,3,4,6,-tetra-9—ace-
til-a-g—galactopiranosilo (Z) con 2,3-di-O-acetil-1,6-anhi--
dro-é—g-galactopiranosa (§) (disacéaridos ly2)y2,4-di-0--
acetil-l,6—anhidro-B-g~galactopifanosa (g), (disacéridos 3y

4)

~

CH,0Ac
AcO o

OAc

OAc

I~

Los dos diacetatos, 2,3-di-O-acetil-1,6-anhidro-8-D-ga

lactopiranosa (8) y 2,4-di-O-acetil-1,6-anhidro-B-D-galacto-



piranosa (9),se han obtenido en el presente trabajo por ace-

tilacibn parcial de la 1,6-anhidro-f-D-galactopiranosa (10)

CH, ——O CH,—O

e

y 2-O-acetil-1,6-anhidro-f-D-galactopiranosa (11) y su obten

o
{7

cibn ha implicado el estudio de las reactividades relativas
de los grupos hidroxilo de ambos compuestos (10 y 11). Por -

otra parte, el establecimiento de las estructuras de los dos

cHe —0
10 | I

diacetatos (§ y g) se ha fealizado tras un minucioso estudio
de sus espectros de RMN y de los espectros de RMN de otros =
derivados de i,6-anhidro hexosas y este estudio ha permitido
determinar la conformacidn preferida de las 1,6-anhidro galac
tosas parcialmente acetiladas § %Y }1, estudiar la inter-
conversidn de los dos diacetatos 8 y 9 y disefiar un método -
paravel estudio cinético de la acetilacidn de la 1,6-anhidro
B—g—gélactopiranosa (}0) y la 2-O-acetil-1,6-anhidro-g8-D-ga-

lactopiranosa (11).
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La condensacibn del bromuro de 2,3,4;6-tetra-9facetil—
a-D-galactopiranosilo (Z) con 2,3-di-O-acetil-1,6-anhidro-g-
D-galactopiranosa (§) y 2,4-di-O-acetil-1,6-anhidro-g-D-galac
topiranosa (?) se ha llevado a cabo por el procedimiento de

'Helferichgs'96

. De los métodos citados para la obtencibn de

disacaridos, la reaccibn de Koenigs-Knorr y el método del or
toester dan lugar, preferentemente, a enlaces glicosilicos -
1,2—trans;bel método de Lemieux y la reaccibén de Koenigs- -
Knorr a partir de haluros de glicosilo con un sustituyente -
no participante en C-2, forman, a menudo, enlaces glicosfli-

cos 1,2-cis. En disolventes polares y en presencia de catali

zadores fuertemente complejantes, de acuerdo con la modifica

cibén de Heiferichgs'gs, la reaccidén conduce frecuentemente -

a una mezcla de disacdridos con enlaces glicosilicos 1,2-cis
y 1,2-trans. Como, dentro del planteamiento de este trabajo
y a efectos de comparacidn, ha sido necesario obtener las dos
1 » 4 galactosilgalactosas con enlaces glicosflicos o (com--
puesto }) y B (compuesto g) y las dos 1 » 3 o y B galactosil
galactosas (compuestos 3 Y f), las condesaciones se han lle-
vadq a cabo por éste ltimo procedimiento y los cuatro disa-

clridos 1 - 4 se han obtenido con rendimientos aceptables.

La sintesis de los disaclridos 1-4 se han intentado --

~

también, en una sola condensacibn, por’reaccién del bromuro
7 con la 2—9—acetil—1,6—anhidro-B-Q—Qalactopiranosa (}1). -
Los resultados obtenidos en esta reaccidn indican que, en --

las condiciones empleédas, el grupo hidroxilo axial en C-3 -



del compuesto 11 es el m&s reactivo en la reaccién de glico-
silacibén y que la reaccidn constituye un método fécil y con-
veniente de sintesis de 3-0-B-D-galactopiranosil-D-galactosa

().

La Jdeterminacidn de las configuraciones anoméricas de
log disaciridos obtenidos }'f se ha determinado a partir de
los espectroé de RMN de sus derivados paracetilados. La com-
plejidad de los espectros halecho necesario su estudio en di
versos disolventes y su andlisis mediante un programa de cé&l
culo. Este estudio espectroscépico ha conducido, por otra --
parte, a la deterﬁinacién de la conformacibén de 1l0s derivados
peracetilados de los disacéaridos }"f en solucién lo que cons
tituye una informacién valiosa para el conocimiento de las -
conformaciones de los disacéaridos }-g en medio acuoso y para
el estudio de sus interacciones con otros compuesto§ de inte

rés bioldgico por espectroscopia de RMN.

La sintesis de disacéridos por formacién de un enlace
glicosilico entre dos monosacaridos, en presencia de un cata

lizador soluble fuertemente complejante, (Hg(CN) Hg Br, o

2’ 2
AgClO4), implica interesantes problemas mecanisticos de un -
indudable interésﬁpréctico. Actualmente s6lo existen datos -
fragmentarios sobre el mecanismo de las reacciones de glico-
25,922,111

silacidn y ninguno de los mecanismos propuestos ha

sido comprobado en un sentido estricto.
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La reaccién en presencia de sales merc@ricas en bence-
no, conduce casi exclusivamente a disacdridos con enlace gli
cosilico 1,2-trans mientras que en un disolvente mds polar,,
como el nitrometano, lleva, preferentemente, a glicésidos --
1,2-cis. Un mecanismo propuesto para estas glicosilaciones -
es el de sustitucién nucleofilica de primer orden en base a
la facil formacién, a partir del halogenuro de glicosilo pe-
racilado (12), de un catidn glicosilico estabilizado por re-
sonancia (13) que, interaccionando con los orbitales p del -
oxigeno carbonilico del grupo acetoxilo en C-2 (14) o forman

do un ibn aciloxonio (15), sea atacado por un grupo alcoh6li

\\ x@ \\ @
X i .
0-C=0 0-C=0 ' 0o-cC -
| | \ N\
CHy CHy ~ CHy CHg
12 13 14 15

co del componente aglicbnico formando el glicdsido 1,2-trans
cuando la reaccibn se realiza en disolventes no polares, o -
que, sin formacidn del idén aciloxonio (15), conduzca a una -

mezcla de glicésidos 1,2-cis y 1,2-trans cuando la reaccibn

transcurre en disolventes polares.

En esta Tesis y con objeto de aportar nuevos datos so-

bre el mecanismo de la reaccibn de glicosilacibén en presen--
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cia de catalizadores solubles, se ha reinvestigado la reac--
cién de haluros de glicosilo peracetilados con cianuros metd
licos.

Trabajos anterioresllz’113

han demostrado que la reac-
ci6n de haluros de cis-o-acetoxi-glicopiranosilo (}2) con --
cianuro de plata y cianuro mercfirico da lugar, al menos, a -
dos tipos de compuestos gque contienen nitrdgeno: . cianuros

de B-D-glicopiranésilo peracetilados (16) vy 1,2-0-(l-cianoe~

tilidén)-o-D-glicopiranosas (17).

En el trabajo que constituye esta Memoria se ha estu--
diado la reaccibn de los bromuros de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-
a-D-galactopiranosilo (Z) Y 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a~D-gluco
piranosilo (}8) con cianuro merclrico y cianuro de plata en

nitrometano y xileno, se han aislado la mayor parte de los -
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productos formados en la reaccibn, se han determinado sus es
tructuras y discutido, con base en los resultados obtenidos,
su papel en las reacciones de glicosilacifén en presencia de

cianuros met&licos.

Los resultados obtenidos se describen y discuten en 1la
Parte 2 de esta Tesis, RESULTADOS Y DISCUSION, divididos en
tres capitulos. En el primero de ellos (capitulo 2.1.) se -
presentan los resultados obtenidos en la acetilacién parcial
de la 1,6-anhidro-B—g-galactopiranosa (19) y 2-0O-acetil-1,6-
B-D-galactopiranosa (11) (apartados 2.1.2. y 2.1.3.), se es-
tudian las reactividades relativas de los distintos grupos -
hidroxilos en ambos compuestos (apartado 2.1.4.) y se discu-
ten los espectros de RMN de los derivados parcialmente aceti
lados (apartado 2.1.5.). En el segundo capitulo (2.2.) se -
deséfiben las sintesis de los disacéridos 4-0-0-D-galactopi-
ranosil-D-galactosa (}) y 4-0-B-D-galactopiranosil-D-galacto
sa (g) (apartado 2.2.2.) y 3-0-o-D-galactopiranosil-D-galac-
tosa (3) y 3-0-B-D-galactopiranosil-D-galactosa (4) (aparta-
do 2.2.3.), se esﬁudia la condensacidn del bromuro de72,3,4,
6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo (7) con 2-O-acetil-
1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (11) (apartado 2.2.4.) y se
analizan log espectros de RMN de loé derivados octaacetila-
dos. de los disaciridos }—g (apartado 2.2.5.). El tercer capi

tulo (2.3.) presenta los resultados obtenidos en la reaccibn
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de los brOmﬁros de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosi-
lo (l§) y 2,3,4,6 -tétra-Q-acetil—u—g-galactopiranosilo (Z)

con cianuro de plata (apartados 2.3.2. y 2.3.4.) y con cianu
ro merclrico (apartados 2.3.3. y 2.3.5.) en xileno y nitrome
tano. Finalmente, en la Parte 3 (PARTE EXPERIMENTAL) se rese
nan los nrocedimientos experimentales seguidos en esta Tesis
y en la Gltima parte (CONCLUSIONES) se enumeran las conclu--

siones obtenidas.



2. RESULTADOS Y DISCUSION
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2.1. LAS REACTIVIDADES RELATIVAS DE LOS GRUPOS HIDROXILO DE -
LA 1,6-ANHIDRO-R-D-GALACTOPIRANOSA (8) Y LA 2-0-ACETIL--
1,6-ANHIDRO—B—Q-GALACTOPIRANOSA (2) EN LA REACCION DE -

ACETILACION.

2.1.1, INTRODUCCION

La sintesis de losdisacaridos 4—Q—a-g—galactopiranosil-

D-galactosa (1), 4-0-B-D-galactopiranosil-D-galactosa (2), 3-

Q—a-g-galactopiranosil-D-galactosa (3) y 3—O—B-g—galactopirang
sil-D-galactosa (4), por creacidn de~un enlace glicosilico -
con la configuracién adecuada entre dos unidades de galactosa,
ha requerido la preparacidn de derivados de galactosa especi-
ficamente protegidos. La preparacidn de derivados de galacto-
sa con todos los grupos hidroxilos bloqueados a excepcidn
del hidroxilo en C-4, para ser utilizados en la sinte--
sis de los disacéridos } )4 g 6 en C-3, para ser utili
zados en la sintesis de 1los disacéridos 3 y 4, se -

-~

ha realizado en esta Tesis por acetilacidn parcial de -



la 1,6~anhidro-g-D-galactopiranosa (10) y de la 2-QO-acetil--

1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (11).

CH, —O
CH, )
HO o OH 0
OH = Ho
OH
OH
10
- CH,—0O
CHz—O 2
HO 0 on ©
== H
OH °
OAc
OAc

Las 1,6-anhidro-pg-D-hexopiranosas parcialmente esterifi
cadas se han utilizado previamente en la sintesis de disacéri

dos y otros derivados de hidratos de carbon054'114'120

. La ob
tencidn de estos derivados especificamente esterificados, re-
quiere el estudio de las reactividades relativas de los dife-

rentes grupos hidroxilo en la reaccidn de esterificacidn.

Las diferentes»reactividades de los grupos hidroxilo de

azficares estan plenamente demostradas y existen numerosos es-
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tudios sobre acilaciones y alquilaciones selectivas121-122;

la mayor parte de estos estudios han estadoldirigidos a la ob
‘tencién de derivados parcialmente sustituidos para ser utili-
zados en sintesis. Los factores que influencian la reactivi--
dad relativa de los hidroxilos de azficares, no son, sin embar
go, suficienteménte conocidos. Algunas de las diferencias de
reactividad observadas pueden explicarse desde el punto de -
vista de la Quimica Orgédnica cl&sica, como la mayor reactivi-
dad de los hidroxilos primarios o la mayor reactividad del hi-
droxilo en C-2 de entre los secundarios debido, en este Glti-
mo caso, al efecto activante del centro anoméricolzl. Afirma-
ciones tan generales como éstas tieneh, no obstante, sus ex-~-

-

cepciones, como ha podido comprobarse en estudios de sulfona-

122 123

cidbn y bencilacidn parcial de derivados de D-manopirano

sa.

De los numerosos trabajos publicados en relacibn con es
te tema puede concluirse que las reactividades relativas de -

los grupos hidroxilo dependen de la reaccidn especifica que -

124

se estudie, de la naturaleza del reactivo » de las condicio

nes en que se lleva a cabo la reaccibn y de otros muchos fac-

tores dependientes de la naturaleza del azficar, factores con-

121-123’125, parcipacién = de

110,121

figuracionales y conformacionales

grupos vicinales, migraciones de grupos acilos

cibén de enlaces de hidr6geno intramoleculareslzs.

y forma



La consideracidn de cada uno de estos.factores por sepa
rado puede no conducir a la determinacidén del orden de reacti
vidad de los grupos hidroxilo de un azficar dado, siendo nece-
sario en cada caso, utilizar una aproximacidén cinética que -
permita evaluar la influencia cuantitativa de todos estos -

efectoslz7’128.

Los estudios realizados sobre acilaciones o alquilacio-
nes selectivas de 1,6-anhidro-hexopiranosas y sus derivados -
114’126’129-133, parecen concluir que si bien todos los grupos
hidroxilo se acilan o alquilan fécilﬁehte, los ecuatoriales -
lo hacen preferentemente a los axiales.siendo un grupo axial

en C-3 el menos reactivo debido al impedimento estérico que -

supone la presencia del puente etéreo 1,6.

En relacién con la esterificacibn selectiva de la 1,6-
anhidro-B-D-galactopiranosa (10) y de la 2-O-acetil-1,6-anhi-

114 han

dro-B-D-galactopiranosa (%l), Shapiro y colaboradores
descrito que, en contraste con este orden de reactividad esta
blecido para las 1,6-anhidrohexopiranosas, la acetilacidn par
cial de 10 con 2.5 equivalentes de anhidrido acético en piri-
dina conduce al 2,3§diacetato (§), con un rendimiento del 41%
Yy que el mismo producto (§) se obtiene en la acetilacibén par-

cial de 11 con 1.1 equivalentes de anhidrido acético.



CH, o CHz —0
(o] 0
HO _ OAc
OAc === HO
OAc
OAc

4

La asignacidn de la estructura (g) al diacetato obteni
do en estas condiciones se hace, en la referida publicacién114
a partir de su espectro de RMN a 60 MHz que muestra las sena-
les correspondientes a los protones metflicos de los acetoxi-
los a 62.09 y 2.12 ppm, en contrasteiéon el triacetato (19) -
cuyo espectro presenta la senal de loé protones mepilicos del
acetoxilo ecuatorial a 2.02 y las dos senales correspondientes

a los protones metilicos de los acetoxilos axiales a 2.14134.

E1l hecho de que el grupo hidroxilo ecuatorial en C-4 -
de 1la l,6—anhidro—B—g—galactépiranosa (}0) y 2-0O-acetil-1,6--
anhidro-g-D-galactopiranosa (}1) no muestre una reactividad -
preferente sobre el grupo hidroxilo axial en C-3 indica, de -
acuyerdo con los referidos autoresll4, que'otros factores, ade
més de los conformacionales, deben estar implicados en el cur
so de la acetilaci@n. Este hecho, aparentemente normal, y 1la
necesidad de obtener los derivados diacetilados § Yy g para --
ser utilizados en las sintesis de los disacéridos con enlaces
glicosflicos 1-4, (} Yy g) y 1-3 3y f) nos ha llevédo a la -

reinvestigaci6n de la acetilacibn parcial de }0 y 11.



2.1.2. LA ACETILACION PARCIAL DE LA 1,G—ANHIDRO-B—Q—GALACTOPL

RANOSA (10)

La 1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (10) puede obtenerse

por pirblisis del agar135, de la Q—galactosal36, o de la lac-~

tosa137 y por accidn de alcali sobre B—galactésidosl38. En es
ta Tesis la sustancia 10, se ha preparado por este Gltimo pro

cedimiento, con buen rendimiento, de acuerdo con el esquema 1.

ESQUEMA |
CH20Ac CH20Ac ' CH, o)
AcO 0 O _ oceH 0
CeHsona 20 5 wom. O
—_— —_—
OAc CohsOH OAc OH
Br
OAc OAc OH
K4 20 10

La acetilacibén parcial de la 1,6-anhidro-g-D~-galactopi-

ranosa (10) con 2.5 equivalentes de anhidrido acético en piri

114

dina en las condiciones previamente descritas , (16 hr-ra T

ambiente y 1 hr a 50°C), dio lugar a una mezcla de productos.
Por cromatografia en columna sobre gel de silice de la mezcla

N

de reaccibn, se separaron cuatro fracciones.

De la primera fraccién se aisld un producto puro (35%),

totalmente acetilado que se identificdé con la 2,3,4-tri-O-ace

til-l,6-anhidro-—S—Q—galactopiranosa139 (19). En efecto, el es



pectro IR de este producto no mostrd absorcidén VO-H y presen

1 y 1.740 em™ T asignadas a las vibracién

t6 bandas a 1.760 cm
U C = 0 de los acetoxilos. El espectro de RMN a 100 MHz (fig.
1) presentd singletes a § 2.12 ppm (integral total seis proto
nes) y 2.00 (integral total tres protones), asignados a los -

protones rtilicos de los dos acetoxilos axiales en C-2 y C-3

y al grupo metilo del acetoxilo ecuatorial en C-4,.respectiv§

CHz —O0

OAc
AcO

OAc

19

~

mente. En la regib6n o campo mé&s bajo, el espectro mostrd senales

a 65.39 ppm,atribuida al protdén H-1, (J 1Hz) y 4.72,asig-

1,2
nada al protdn H-2 (J2 3 1.5 Hz); un multiplete centrado a --
’

5.20 se asignd a los protones. H-3 y H-4. Por encima de estas

sefiales, el multiplete a 4.43 se asignb6 al protdn H-5, el do-

~

J6endo B
4.7 Hz)

blete a 4.31 al protdén H-6endo (I 7.5 Hz,

6endo, 6exo
0 Hz) y el mu;tiplete a 3.70 al protdn H-6exo (JGexo,S
El producto coincidib en todas sus constantes con una muestra
auténtica de 2,3,4-tri-9—acetil-l,6—anhidro—8ég—galactopirang
sa (%9) obtenida por acetilacién total de 1,6-anhidro-B-D-ga-

lactopiranosa (10).

La segunda fraccién eluida de la columna (52% de la mez

cla total), mostrd al ser examinada en capa fina, dos manchas
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con movilidades cromatogrdficas muy similares. De hecho, la -
presencia de -dos productos enAesta fraccibn fue sblo detecta-
ble en capa fina con algunos eluyentes. LOsS numerosos inten--
tos realizados para resolver cromatograficamente esta mezcla
fueron infructuosos, no obstante, tras repetidas cristaliza--
ciones de éter-hexano,'ée‘obtuvo un producto cristalino (50%
de la mezcla) cuyas caracteristicas fisicaé, p.f. 114-116°C,

{a}gs—0,5°, coincidieron précticamente con las descristas por
Shapiroll4, p.f. 113-115°C,{a}go-0.8°, para la 2,4-di-O-ace--
til-1, 6-anhidro-B-D-galactopiranosa (g). Por concentracidn de
las aguas madres de cristalizacidn del producto anterior, se
obtuvo un compuesto siruposo (50% de la mezcla) pré&cticamente
puro. Los espectros IR de ambos productos presentarén bandas

entre 3.465 'c:m“l

y 3.620 cm-l, que indicaron la presencia de_
grupos hidroxilos libres y sus espectros de RMN a 100 MHz, en
C13CD, mostraron dos singletes (integral total seis protones)
en cada caso (fig. 2), demostrando la existencia'de dos gru--
pos hidroxilo acetilados en ambos compuestos. La estructura -
de estos dos derivados diacetilados se establecib por andli--
sis de primer orden de sus espectros de RMN a 100 MHz. Es una
regla’generall4o, que en RMN los protones metflicos de los -
acetoxilos ecuatoriales absorben a campo mds alto que los co-
rrespondientes de acetoxilos axiales. Esta regla se cumple en
la 2,3,4,-tri-O-acetil-1, 6-anhidro-g-D-galactosa (}9) (fig. 1)
en que el singlete asignado a los protones metilicos del ace-

toxilo ecuatorial en C-4 aparece a § 2.00 ppm y el atribuido

a los protones metilicos de los acetoxilos axiales en -



lo
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Fig. 2a ~ Espectro de RMN a 100 MHz de 2,3 - di - Q - acetil - 1,6 - anhidro -3 - D - galactopiranosa (§)

Fig. 2b ~ Espectra de RMN a 100 MHz de 2,4 -di-Q - acetil ~1,6 - anhidro -0~ I_I__)-— galactopiranosa (g)
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C-2 y C-3 a 2.12. En los dos diacetatos aislados en esta se-
gunda fraccién las sefiales correspondientes a los protones me
tflicos de los acetoxilos aparecieron a 2.10 y 2.14 en el dia
cetato cristalino (fig. 2a) y a 2.09 y 2.12 en el combuesto -
siruposo (fig. 2b), sin que pudiera observarse una diferencia
clara en?fe los valores de desplazamientos quimicos que permi
tiera determinar, a partir de ellos, la posicién de los gru--
pos acetilo en ambos diacetatos. Sin ambargo el andlisis de -
la regidn §6-3 ppm permitid establecer las estructﬁras de - los
dos compuestos. En el espectro del producto cristalino (fig.
3a), los tripletes a 5.38 y 4.75 se asignaron a los protones

H-1 y H-2 (J 1.5 Hz) respectivamente; el do--

1,2- 91,3 93,37

blete a 4.26 se adscribio al protdén H-6endo (J ~0 Hz,

5,6endo

J6endo,68xo 7.5 Hz), el multiplete a 3.67 al protdén H-gexo -

J 5.0 Hz, 7.5 Hz) y el triplete a 4.42 al

J5exo, 6endo
5.0 Hz, J

5,6exo

protén H-5 (J 4.5 Hz, =~ 0 Hz); -

4,5 J5 . 6endo

los valores de los desplazamientos quimicos y la multiplici--

5,6exo

dad de estas sefiales fueron similares en los espectros de los
dos diacetatos (fig. 3a y b) y en el del triacetato ({9) (fig.
1) . La diferencia fundamental entre los espectros de los dos
diacetatos estribd en las dos sefiales restantes correspondien
tes a los protones H-3 y H-4: el multiplete que en el eépec—-
tro del producto cristalino aparecio a 5.08 (fig. 3a) se ob-

servé en el espectro del sirupo a 4.10 (fig. 3b) yvel triple-
te a 5.00 en este GGltimo espectro (fig. 3b) aparecid centrado
a 4.17 en el espectro del producto cristalino (fig. 3a),.aun-
gue en éste Giltimo caso, la senal estuvo parcialmente solapa-

da con uno de los componentes del doblete asignado al protdén
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H-6endo. La consideracidén de los desplazamientos quimicos y -
las constantes de acoplamiento de estas sehales y dos experi-
mentos de doble resonancia permitieron su asignacién inequivo
ca. La irradiacidn de la senal atribuida al protén H-2 en el
espectro del producto cristalino no alterd el triplete a 4.17
(fig. 3a); el mismo experimento de doble resonancia en el es-
pectro del sirupo afecté el multiplete a 4.16 (fig. 3b). E1 -
multiplete a 5.08 en el espectro del producto cristalino (4.10

en el sirupo) se asignd, por tanto al protédn H-3 (J 5.5 Hz,

3,4
J2,3 =J3 5= J1'3'= 1.5 Hz) y el triplete centrado a 4.17 en
el producto cristalino (5.00 en el'sirupo) se atribuy6 al pro
tén H-4 (J3’4 5.5 Hz, J4'5 4,5 Hz). La estructura del produc-
to cristalino se establecid por tanto como 2,3-di-O-acetil- -
1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (§) y corresponde, muy proba-

blemente al descrito por Shapird Yy col114

» Y la del sirupo cg
mo 2,4—di—gfacetil-1,6-anhidro-B-g-galactopiranosa (9), forma
da también en la reaccibén y no detectada por los citados auto

res.

La tercera fraccibdn eluida de la columna (3% de la mez-
cla) mostrd, al ser examinada en capa fina, la preseﬁcia de -
un producto fnico. Su espectro IR mostr6 banda de tensidén O-H
Yy su espectro RMN indicd la existencia de un s6lo grupo aceti
lo (fig. 4) . Las constantes fisicas del producto coincidierdn
con las de la 2-0O-acetil-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (1}),

preparada por sintesis.
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La cuarta y Gltima fraccién separada estuvo constituida
por un sdlo producto, en muy pequena cantidad, cuya estructu-
ra no ha sido totalmente determinada. Su espectro RMN indicd
}a presencia de un sb6lo grupo acetoxilo a 2.12 lo que ha per-
mitido asignarle, provisionalmente, la estructura de 3-0-ace-

til-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (21).

CHz—o0

OAc
HO

OH

De estos resultados, que se acaban de describir, puede
concluirse que en laaetilacibn parcial de la 1,6-anhidro-8-
D-galactopiranosa (19), en las condiciones previamente descri
tas por Shapiro y colll4, se aisla al triacetato (12) en uh -
rendimiento del 35%; los dos derivados diacetiladosAZ,B—di-g—
acetil-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (§) Yy 2,4-di-O-acetil-
1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (g); se aislan con rendimien-
tos del 25% cada uno y los dos monoacetatos, Z-Qfacetil-1,6—
anhidro-g-D-galactopiranosa (1}) y 3-97acetil—1,6-anhidro—8—
D-galactopiranosa (2}) se aislan en rendimientos de 3% y <1%

respectivamente (esquema 2).
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ESQUEMA 2

CH;—0O CHy —0O CH;—O
Ac50
HO " AcO- HO
OH OAc OAc
10 19 - 35°% B -25%
CH;—O CHy—O . CHyp—O
+ on ° + oH O + oAc ©
AcO HO HO
OAc OAc OH
9-25 n-3 ‘ 21 - <1

Estos resultados no coinciden con los obtenidos previa-

mente.por Shapiro y col114 que no lograron detectar en la --

fraccidn de diacetatos la presencia de la 2,4-di-O-acetil-1,6
-anhidro-g-D-galactopiranosa (2) ;, probablemente debido a la -
escasa diferencia entre la movilidad cromatogréfica de‘ este -
diacetato y la de la 2,3-di-0O-acetil-1,6-anhidro-g-D-galacto-
piranosa (?,) y a la casi identidad de valores de desplazamien

tos quimicos de los protones metflicos de los acetoxilos en -

los espectros de RMN de ambos compuestos.



2.1.3. LA ACETILACION PARCIAL DE LA 2-0-ACETIL-1,6-ANHIDRO-B-

D-GALACTOPIRANOSA (11).

.Paralelamente al trabajo de Shapiro y col114 al que se
'viene haciendo feferencia, y en un intento de determinar la -
influencia del acetoxilo axial en C-2 de 1} sobre las reacti-
vidades relativas de los grupos hidroxilos en C-3 y C-4 se es
tudid la acetilacién parcial de la 2-0-acetil-1,6-anhidro-g-D
-galactopiranosa (1}) en las condiciones previamente descri--

tas.

La 2-Q-acetil-1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (1}) se -
prepar6 facilmente a partir de la 1,6-anhidro-gf-D-~galactopira
nosa (19) a través del 3,4—gfisopropilidén derivado (22), ace
tilacién a 2-97acetil-3,4—O-isopropilidén¥l,6—anhidro—8-2~ga—
lactopiranosa137 (23) y posterior hidr6lisis del grupo isopro
pilidén, segfin se indica en el esquema 3. Este producto (1})

se ha obtenido por primera vez en esta Tesis en estado crista

lino.

La acetilacidn parcial de la Z-Qfacetil-l,6—anhidro—6-g
galactopiranosa (1}) con 1.1 equivalentés de anhidrido acéti-
co en piridina, did lugar, a una mezcla de productos. Por cro
motograffa en columna sobre gel de sflice de la mezcla de -

reaccidn se aislaron dos fracciones.



ESQUEMA - 3

CH, —O0 : CH, (o)
HO 0 o °

Me,CO Me Ac,0

OH P 0 _—
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OH: OH OAc
10 22 23

CH,——0O

AcOH Hb °
-_— OH .
A
OAc

1
-~

El producto eluido en la primera fraccibén (19%) se iden
tificd, como en el caso de la acetilacidén de 10, con la 2,3,4

-tri-Q-acetil-1,6-anhidro-Bg-D-galactopiranosa (19)..

En la segunda fraccidn (80%) se eluyd una mezcla de dia

. cetatos. Por cristalizacibén fraccionada de esta mezcla se ais

16 un producto cristalino (50% de esta segunda fraccién), -

identificado con la 2,3-di-97acetil—1,6-anhidro-8;2—galactop£

ranosa'(g) Y por concentracibén de las aguas madres se obtu§o

‘ﬁn producto siruposo (50% de esta segunda f;acciény-identifi—
/

cado con la 2,4—di—97acetil-1,6-anhidro-B—Q-galactopiranosa -

(g) (esquema 4).
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ESQUEMA 4

CH;—O CHz—0 CH;—0O CHy;—O
0 Ac,0
OH . oac © + oac © + on ©
AcO HO AcO
OAc OAc OAc OAc
1 19 - 19% 8 -40°% 9 - 407,

Aparenteéente, pues, los dos derivados di-O-acetilados
8y 9 se forman también en la acetilacibn parcial del 2-O-ace
tato 1}. La cantidad total de derivados di-O-acetilados aisla
dos en esta reaccibén (80% de la mezcla total de acétilacién)
es mayor que la obtenida en la correspondiente acetilacién -
parcial de la 1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (19). Sin embar
gd, la proporcién de cada diacetato (§) y (g) en ;a mezcla de
diacetatos (§ y g) permanece constante cualquiera que sea la
materia prima utilizada. En ambos casos la cantidad de -cada -
diacetato obtenida constituye el 50% de la fraccidn total de
diacetatos, sin que pueda apreciarse ninguna variacidn, en -

las cantidades de diacetatos aislados, debida a la presencia

de un grupo acetoxilo (compuesto 11) o un grupo hidroxilo -

-

(compuesto 10) sobre C-2 en el sustrato utilizado.

. Si las reactividades relativas de los grupos hidroxilo
pueden deducirse de las proporciones de los productos aisla--

dos en la acetilacidn parcial de la 1,6-anhidro-B-D-galactopi

;/,
’
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ranosa (10) y Z-Q—acetil—l,G-Anhidro-s-g—galactopiranosa (11)
los resuitados obtenidos indican que el hidroxilo axiél en~ -
C-2 es, en las condiciones empleadas, mas reactivo que el hi-
droxilo ecuatorial en C-4 y el axial en C-3, sin que entre es

tos Gltimos se haya observado diferencia de reactividad.

Este resultado, en cierté modo sorprendente, ha induci-
do a pensar‘que, las cantidades de cada diacetato 8 y 9 aisla
dos cromatogré&ficamente en la acetilacidn parcial de la 1,6--
anhidro-g8-D~galactopiranosa (10) y la 2-Q-acetil-1,6-anhidro-
B-D-galactopiranosa (11) pueden no responder a las cantidades
reales formadas de cada diacetato (8 y 9) y que las manipula-
ciones realizadas para resolver las mezclas de acetjilacidn -
pueden variar la composicidn de la mezcla y conducir a conclu
siones errbneas al tratar de determinar las reactividades re-
lativas de los hidroxilos en funcién de las cantidades de ace
tatos aislados. En otras paiabras, en los derivados parcial--
mente” acetilados obtenidos existe la posibilidad de una emi-

gracidén de grupos acetilo que pudieran ejercer un control ter

modindmico sobre los productos de reaccibn.

Con el fin de comprobar esta hipdtesis y profundizar én
el estudio de la acetilacidn parcial de {0 y 11, el estudio -
de ambas reacciones se ha realizado empieando un método que -
no implica la manipulacidn de la mezcla de reaccién ni el ais
lamiento de 153 productos acetilados. Los resultados obteni--

dos se describen en el siguiente apartado.



2.1.4. ESTUDIO DE LAS REACTIVIDADES RELATIVAS DE LOS GRUPOS
HIDROXILOS DE LA 1,6—ANHIDRO-B-Q_-GALACTOPIRANOSA (19}
Y Z-Q-ACETIL-I,G-ANHIbRO—B—I__Q-GALACTOPIRANOSA (11). MI
GRACION DE GRUPOS ACETILO EN DERIVADOS PARCIALMENTE -

ACETILADOS.

Seglin ha quedado anteriormente resefado, los dos diace
tatos aislados en la acetilécién parcial de la 1,6-anhidro-8
-D-galactopiranosa (10) y Z-Qfacetil-l,6—anhidro—B—Qanlactg
piranosa (1}) son muy dificiles de diferenciar por métodos -
cromatograficos e imposibles de distinguir atendiendo a los
desplazamientos quimicos de los protones de los grupos meti-
lo de los acetoxilos (ver fig. 2). Los desplazamientos quimi
cos de algunos de los protones en la regidn del espectro a -
campo mas bajo son suficientemente diferentes, sin embargo,
péra permitir la diferenciacidén entre ambas sustanci;s (§ y
g) y la deteccidn de cada diacetato en mezclas de diacetatos
(ver fig. 3a y b). Por este procedimiento, ha podido ohser--
varse que la 2,3-di-97a¢etil-1,6-anhidro-B-g-galactopiranosa
(§) en solucién etanblica en medio alcalino se transforma en
una mezcla de 2,3fdi—9—acetil—1,6-anhidro-B—Q;galactopirané—
sa(g) Yy 2,4-di-0O-acetil-1,6-anhidro-f-D-galactopiranosa (g).

-

CH, — O CH, —O

o
OAc — 0

< OH
HO AcO

OAc OAc

20
20
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Del mismo modo, se ha comprobado que cualquiera de los

-

diacetatos 8 & 9 se transforma en una mezcla al 50% (fig. 5)

de los dos diacetatos g'y 2 al pasar a través de una columna -
de gel de silice, cuando se mantienen durante una noche en so-
lucién cloroférmica sobre gel de sflice o cuando se adsorben -
sobre un cromatoplato de gel de silice durante varias horas an
tes de desarrollar laplaca. Obviamente durante el proceso de -
separacién cromatogrédfica de los derivados acetilados descrita
en los apartados 2.1.2. y 2.1.3 tiene lugar la migracién de -
los grupos acetilo.promovida por la gel de silice y no es posi
ble obtener conclusiones validas sobre la reactividad de los -
grupos hidroxilo en la 1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (10) vy
Z-Q—acetil—l,6—anhidro-B-Q—galactopiranosa (11) a partir de -
las cantidades de 2,3-di-O-acetato (§) Yy 2,4-di-O-acetato (g)
aislados por éste método.

Las migraciones de los grupos acetilollo'lzl’141 impli~-
can una isomeri%acién por transesterificacibén intramolecular y
proceden a través de un ortoester ciclico; la facilidad de es-
ta migracidn parece depender, principalmente, de la posibili-~-
dad de formacidn del intermedio ciclico adecuado y eété catali
zada por &cidos y bases. La disposicidn espécial de los grupos
hidroxilo en C-3 y C-4 en los dos diacetatos 8 y 9 es la idé--
nea para la formacidn de tales intermedios ciclfcos (22) (es--
quema 5) y la transformacidn de un diacetato en otro‘tiene lu-

gar con gran facilidad.
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ESQUEMA 5

9 CH2_0
C‘CH3
— [ 730
4
(o}
OAc OAc : OAc
8 24 g

Las propBrciones relativas de cada diacetato 8 & 9 en -
mezclas de diacetatos g y g determinadas en todos los casos
a partir de las integrales de las senales asignadas a los -
protones H-2 y H-4 del 2,4-diacetato (9) y el protén H-3 -
del 2,3-diacetato (g) en el espectro de RMN de la mezcla, no
fueron nunca superiores al 50% lo que parece indicar que am-
bos derivados son igualmente estables y que la formécién pre
ferente de uno u otro en las reacciones de acetilacibén par--
cial de la 1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (10) o la 2-O-ace
til-1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (11) estd cinéticamente

controlada.‘

En Vista de estos resultados, se procedid al estudio de
las reactividades relativas de los grupos hidroxilo de 10 vy
11 por andlisis de los espectros de RMN de las mezclas de la

reaccién.



El ex&men del espectro de RMN de lé mezcla de reaccién
de acetilacidn de la 1,6-anhidro-B-g—galactopiranosa (19) en
las condiciones descritas por Shapiro y co).114 y empleadas -
pos£eriormente por nosotros (apartado 2.1.2) mostrd que la -
2,4-di-9jacetil-1,6—anhidro—B—g-galactopiranosa (?) es el -
diacetat. que se forma en mayor proporcién (fig. 6a). La re-
1§c16n 2,4-diacetato (g): 2,3-diacetato (§) fue en este caso
de 5:1. Este resultado estd de acuerdo con el orden reactivi
dad esperado (4-OH ecuatorial > 3-0OH axial) y totalmente en
desacuerdo con los sorprendentes resultados encontrados por

Shapiro y col114 y posteriormente por nosotros (apartado --

2.1.1.).

El andlisis de los espectros de RMN de mezclas de reac-
cidn de acetilacidn de 1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (19)
en diferentes condiciones demostrd que, igualmente,'la 2,4-
di-O-acetil-1,6-anhidro-g~D-galactopiranosa (g) és el diace
tato principal formado. En todos los casos el producto tria
cetilado (12) fue el producto principal de la reaccién (fig.

6b)5

Del mismo modo, el ex8men de los espectros de RMN de -
las mezclas de reaccidn de la acetilacién parcial de la 2-0
-acetil-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (i}), mostrd tam- -
'bién la formacidén preferente de la 2,4-di-O-acetil-1,6-anhi
dro-f-D-galactopiranosa (g). En las condiciones utilizadas

por Shapiro y col114 y posteriormente por nosotros (aparta-
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Fig. 6 - La region a campo mds bajo de los espectros de RMN a 100 MHz de las mezclas de acetilacién
1,6-anhidro-B8-D - gclcctépirunosa (19) con 2,5 equivalentes de anhidrido acético.
a)- 16 hrs. a lemper-atum ambiente y 1 hr, a 50°C.
b)~- 16 hrs. a temperatura ambiente



H,(9)

H,(8) + H2(1§)
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Fig. 7 - La regién a campo mds bajo de los espectros de RMN a 100 MHz de las mezclas de acetilacién d
2-Q-acetil~1,6 -anhidro - 8- D -galactopiranosa (11) con 1,1 equivalentes de anhidrido acético.
a):- 16 hrs. a temperatura ambiente y 1hr. a 50°C.
b) - 16 hrs. a temperatura ambiente.
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do 2.1.3.) la relaci6n 2,4-diacetato (9): 2,3-diacetato (8)
fue de 3:1 (fig. 7a). La formacidén preferente del 2,4-di--
O-acetato pudo observarse para distintas condiciones expe-
. rimentales de la reaccib6n de acetilacidén (fig. 7b). En to-
dos 1los casos,‘la proporcién de triacetato (l?) formado --

fue mucho menor que en la acetilacifbn parcial de 10.

Con estos resultados puede ya concluirse que en con--
traste con los resultados previos,114 el principal diaceta
to formado en la acetilacibén parcial de la l,6—anhidro—8-24
galactopiranosa (}0) y 2-O-acetil-1,6-anhidro-g8-D-galacto-
piranosaA(}l) es la 2,4-di-O-acetil-1,6~anhidro-g-D-galac~
topiranosa (g) y que el 2,3-diacetato (g) también’ se forma
pero en pequena cantidad. La evaluacién cuantitativa de los
factores que influencian la reactividad de los grupos hi--
droxilo en la 1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (}0) y su -
2-acetato (1%) requiere un estudio cinético completo de la

reaccién de acetilaci6n que actualmente se lleva a cabo --

por el método espectroscbpico descrito en esta Tesis.

2.1.5. CONSIDERACIONES SOBRE LOS ESPECTROS DE RMN DE LOS -~
DERIVADOS ACETILADOS DE LA 1,6-ANHIDRO—8—Q—GALACTO-

PIRANOSA (10)

Los desplazamientos quimicos de las sefiales de los --

protones metilicos de los acetoxilos en los espectros RMN



a 100 MHz de los derivados acetilados obtenidos, se indi---
can en la tabla I. Los desplazamientos quimicos de las se-
nales de los protones metfinicos y metilénicos y sus constan
tes de acoplamiento se recogen en las tablas II y III res-

pectivamente.

Aunque es una regla de tipo general que los grupos -
acetoxilo ecuatoriales resuenan a campo mds alto que los -
axiales y no existe normalmente solapamiento entre ambos -

tipos de sefalesi?0

una deformacidén del anillo piranoide -
de 1la forﬁa ideal de silla o la presencia de un grupo volu
minoso, unido al anillo, que puede apantallar preferente--
mente algunos grupos, deben provocar un cambio en estos --
mérgenes de absorci6n142. Este es el caso en el espectro -
de los derivados acetilados de la 1,6-anhidro-g-D-galacto-
piranosa (10) en que la diferencia de desplazamientés qui-
micos entre los protones metilicos del acetoxilo'ecuato- -
rial en C-4 y los protones metilicos de los acetoxilos - -
axiales en C-2 y C-3 es menor que la que cabria esperar --
atendiendo a su disposicibn eSpacial. Eh los diacetatos ob
tenidos, el efecto citado y la presencia de hidroxilos li-
bres en carbonos contiguos a los grupos acetoxilo hace im-

posible asignar la posicién de éstos a partir de sus despla

zamientos quimicos.

La consideracién de los desplazamientos quimicos y -~

las constantes de acoplamiento de los restantes protones -
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(tablas II y III) permite establecer lasvestructuras de los
productos y deducir que, como otros derivados de 1,6-anhi-
dro—hexopiranosasl42-150, todos los derivados acetilados -
' obtenidos existen en la conformacién 1C4. En efecto, el dg
blete asignado al proton H-6endo indica en todos los casos,
que sblo existe una constante de acoplamiento geminal y --
que la constante de acoplamiento entre el proton H-5 y H--
6endo es muy prdxima a cero, que es lo que cabe esperar pa
ra un angulo diédrico, entre dos dos protones, pr6ximo a

151,152 105 protones H-1, H-4.y H-5 por otra parte,

los 90°
deben encontrarse en una disposicibn 1,3—diecuatorial‘rigi
da ("W") como indican las pequefias constantes de acopla- -
miento a larga distancia encontradas en todos los espectros.
Asimismo, la multiplicidad de 1la seﬁaliasignada al protdn
H-6ex0 y el ensachamiento de las sehales del proton H-4 in
dican una constante de acoplamiento a larga distancia en-

tre ambos protones. Estos requisitos se cumplen s&lo en la

conformacidn antes citada.



TABLA I

Desplazamientos quimicos de los protones metilicos
de los acetoxilos en los espectros de RMN a 100 MHz
de derivados acetilados de la
1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (10)

§ ppm (integral, protones) N

2,3,4-tri-O-acetil-1,6-anhidro-
-B-D-galactopiranosa (19) 2.00 (3) 2.12

2,3-di-0O-acetil-1,6-anhidro-
-B-D-galactopiranosa (8) 2.10 (3) 2.14

2,4—di—9—acetil—l,6—anhidro—
-B-D-galactopiranosa (9) 2.09 (3) 2.12

Z-Q—acetil—l,6—anhidro-8—g-
-galactopiranosa (11) 2.08 (3)

3-0-acetil-1,6-anhidro-g-D-
-galactopiranosa (21) 2.12

50

(6)

(3)

(3)

(3)
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2.2. SINTESIS QUIMICA Y ESTUDIO ESTRUCTURAL DE LOS DISACA-
RIDOS 4-0-a Y —-B-D-GALACTOPIRANOSIL-D-GALACTOSA (1 y

2) Y 3-0-a Y -B-D-GALACTOPIRANOSIL-D-GALACTOSA (3 y 4)

2.2.1. INTRODUCCION

En este capitulo se describen las sintesis quimicas -
de los disacaridos 4-9—a-2—galactopiranosil—g-galactosa -
(}), 4-9—B—g—galactopiranosil-g—galactosa (g), 3-0-a-D-ga-
lactopiranosil-D-galactosa (3) y 3-0-B-D~galactopiranosil-
g-éalactosa (4). Los dos disacaridos con enlaces glicosili
cos 1-+4 (} y g) se han sintetizado en relacibén con la es--
tructura del glicoesfingolipido de 1la enfermedad de Fabry
42-44 105 disacaridos en enlaces glicosilicos 1+3 3y 4)
se han preparado en relacibén con la sustancia especifica ;.

del grupo sanguineo B en humanosss—57'

Los dos disacaridos con enlace glicosilico 1+4 (1 y -
2), no han sido sintetizados quimicamente hasta ahora. Aun

que existe una sintesis descrita del disacarido 4-0-8-D-ga



CH,OH CH,OH
HO (o] 0
OH \\L/O OH H,0H
! !
l | T
OH OH
)
~ CH,0H CH,0H
HO 0\\ HO 0
H,0H
o -/i oD >| '
T i I
oH . OH

w

lactopiranosil-D-galactosa (2)54

54

CH,OH ~ CH,0H
o) 0
HO o
oH oH H,0H
OH OH
2
CH,OH
HO 0
oH ! H,0H
]
CH

1H

, por reaccidn del bromuro

de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo (7). .con ~--

2-O-acetil-1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (11)

CH,OAc CHz —— 0
AcO 0 HO —O0
OAc + OH
Br
OAc : OAc
7 1l

CH,0Ac

OAc

: o]
o]
"—7;-—-*'. OAc OAc
OAc
OAc

(esquema 6)

ESQUEMA 6

CHzoAC
Aq 02
dnenm
g?
CH,0H CH,OH

MeONo
MeOH

(b iy

N
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las constantes fisicas del producto obtenido no coinciden
con las descritas para la 4-QfB—Q-galactopiranosil-g-galac-

tosa (g) aislada de fuentes naturales.

De los disac&ridos con enlace glicosilico 1-3 (§ y f)
la 3-9—a-g-galactopiranosil?g—galactosa (§) se sintetiza --
también, quimicamente, por primera vez en esta Tesis; la -~
3-0-B8-D-galactopiranosil-D-galactosa (g), ha sido sintetiza
da guimicamente con anterioridad75, por un procedimiento dis
tinto al descrito en la presente Memoria, consistente en la
reaccidén del bromuro de 2,3,4,6—tetra—9facetil-a—g—galacto—
piranosilo (7) con 4,6-0-etiliden-1,2-0-isopropilidén-D-ga-
lactosa (27), desacetilacidn e hidrdlisis posterior del ben

cilidén acetal (esquéma 7).

ESQUEMA 7

CH, OAc : 0 ——CH, CHz0Ac QO ——CH,

! |
AcO 0 CH3-CH-0 ° ng,0 A0 O CHyCH-0 0
2
OAc + OH —_— OAc 0
o\/\ OAc
Me

OAc c’\I\Me

o7 Me ‘ 28 Me

~ -~

&)

CH,0H O0——CH, CH20H CH20H

. |
HO O, CH,-CH-0 4—-—'0 HO 0 HO 0
Me O Na : Ac OH
Me OH )
OH

0
0 A OH OH
Me ) »

29 Me

~

12
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La sintesis de glicdsidos y oligosacéridos presenta se
rias dificultades que derivan de la formacién de un enlace
glicosflico en una posicién y en una configuracidén determi-
nadas. Mientras el problema de la posicibn del enlace tiene
que resolverse con la preparacidn de derivados especificamen
te protegidos para ser utilizados como componente aglicébni-
co, Yy en el caso concreto de la sintesis de los disacaridos
}’f ha qﬁedado resuelto con la sintesis de los diacetatos -
§ Y g, la formacidn del enlace glicosilico en una configura
cibn deseada es siempre un importante obst&culo, los rendi-
mientos obtenidos son generalmente modestos y el cont;ol es
térico de la reaccidn muy dificil de conseguir. Los métodos
que actuélmente se emplean para formar un enlace glicosidi-
co, gque se han enumeradoven la INTRODUCCION de esta Tesis -
(ver pdgs. 9 y 10), conducen a resultados no siempre previ
sibles debido, principalmente, a los escasos conocimientos
de que se dispone sobre los mecanismos que actfian en las --
redcciones de glicosilacidn. En los p&rrafos que siguen se
resenan las ventajas e inconvenientes de los métodos de gli-
cosilacidn méds comunmente utilizados y las consideraciones
qgue nos han llevado a elegir uno de ellos éara la sintesis

de los disaciridos 1 -4.

El curso estérico de las reacciones de glicosilacidn -
con halogenuros de glicosilo peracetilados no viene determi

nado por la orientacidn axial o ecuatorial del &atomo de ha-

1l6geno sino por la interaccidn del atomo de haldgeno con el



sustiyente vecino en C-2. Asi, lavreacéién de un halogenuro
de glicosilo 1,2-cis, como el bromuro de 2,3,4,6-tetra-0- -
acetil-a-D-galactopiranosilo (Z) con un alcohol en cloruro

de metileno o cloroformo en presencia de carbonato de plata
y de un égente desecante (condiciones originales de la reac
cidn de Koenigs-Knorr) conduce, casi invariablemente, a gili’

cbsidos 1,2-trans (30) y en las mismas condiciones, la gli-

AcO AcO
CH,0Ac CH,0AC
0
AcO \ * ROH —— 0 OR
AcO OAc
Br .
z 2

cosilacién con un halogenuro de glicosilo 1,2-trans como el
bromuro de 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a-D-manopiranosilo (31) -

da lugar, también a glicosidos 1,2-trans, (32). Resultados

CH,0AC . CH,0Ac
AcO ofc AcO oz?c
AcO t OROH — o
Br OR
3) 32

~

andlogos se obtienen empleando la modificacibn de Meystre y
Miescher94, con 6xido o carbonato de plata, en benceno, se-
parando el agua formada en la reaccién por destilacidn azeo

trdpica.



58

La preparacién de glicosidos 1,2-cis es, por tanto;di-
ficil de conseguir a partir de halogenuros de glicosilo pe-
racetilados. La modificacién introducida por Helferichgs'96
'empleando un catalizador soluble, como el cianuro mercflirico
en nitrometano, presenta sobre los anteriores procedimien-~-
tos, la ventaja de un medio de reaccibn homogéneo, con mejo
res rendimientos y més alta reproducibilidad. La glicosila-

cibn, en estas condiciones conduce, por otra parte, a una -

mezcla de glicb6sidos 1,2-cis y 1,2 trans en proporciones --

que dependen de la estructura del azficar, y las condiciones
de la condensacibn. La obtencibn de los glicdsidos puros se
gln esta modificacidn conlleva la separacién de los dos and
merxos y el 1,2-cis glicdsido rara vez se consigue‘en rendi-

mientos superiores al 50%.

Sobre la hipbdtesis de una participacidn del grupo aci-
lo en C-2 del haluro de glicosilo peracilado, se han ensaya
do glicosilaciones con haluros de glicosilo con un grupo no

participante en C-225’97

. Aunque los rendimientos de 1,2- -
cis glicbsidos obtenidos por éste método son aceptables, la
mezcla de reaéciéﬂ presenta invariablemente cierta cantidad
de glicésidos‘l,Z—trans que dependen de las condiciones em-
pleadas. No obstante, la sintesis de glicosidos 1,2-cis se

consigue, con mejores resultados, émpleando el método del -

98'99, que utiliza el dimero de un cloruro de tri-O0--

glical
acetil-2-desoxi-2-nitroso-hexopiranosilo (33) en dimetil for

mamida como agente glicosilante.
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OAc

' 0
0 N/’
Cli Ci
AcOH,C oac
Sac | 0-7 NCH,0Ac
'/N

o OAc

De entre los métodos que hacen uso de otros agentes =+
glicosilantes el mas extendido es el conocido como método -

23,100

del ortoester . Los 1,2-ortoesteres (34) reaccionan con

alcoholes dando lugar a glicbésidos. La reaccidn de glicosi—'

o)
0
o
R X
OR
34"
lacidn en disolventes polares se cataliza por cloruro mercl
rico o bromuro mercfirico y en disolventes no polares por --
percloratos de piridina o lutidina y da lugar, invariable--
mente a glicbdsidos 1,2-trans. Menos extendido es el uso de

101-103 qgue dan lugar a una mezcla de =~

108

1,2-anhidro azficares

1,2-cis y 1,2;trans glicdsidos; glicales que conducen a

trans-glicbsidos y la condensacidn, catalizada por &cidos,

104,105

de mOnosacaridos parcialmente acetilados o derivados

reductores de azﬁcareslos’107;

El paso clave en la sintesis de los disacaridos 1-4 ha

sido la condensacidén del bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-~
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-o-D-galactopiranosilo (Z) con 2,3-di-O-acetil-1,6-anhidro-
-B-D-galactopiranosa (§) (disacé&ridos } y‘g) Yy 2,4-di-O-ace
til-1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (g) (disacéaridos 3y f)'
Como en ambos casos fueron necesarios los andmeros a(} y 3)
y B(g Yy f), a efectos de comparacién, estas reacciones de -
‘condensacién, se han llevado a cabo en presencia de cianuro
merclirico en mezcla de nitrometano-benceno de acuerdo con el

procedimiento introducido por Helferichgs’gs.

2.2.2. CONDENSACION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL-0
-D-GALACTOPIRANOSILO (7) CON 2,3-DI-O-ACETIL-1,6- --
—AﬁHIDRo-S—Q—GALACTOPIRANOSA (§). SINTESIS.DE 4-0-a-
-D-GALACTOPIRANOSIL-D-GALACTOSA 'Y 4-0-B-D-GALACTOPI-
RANOSIL-D-GALACTOSA (2)

La sintesis de los disacdridos 4-0O-a-D-galactopirano--
sil:Q—galactosa (}) y 4-0-B-D-galactopiranosil-D-galactosa

(2) se ha llevado a cabo por condensacidén de bromuro de --

2,3,4,6,~tetra-0O-acetil-a-D-galactopiranosilo (Z) con 2,3--

-di-O-acetil-1, 6-anhidro-B~D-galactopiranosa (8) en nitrome

tano benceno catalizada por cianuro mercfrico, acetoiisis -

de los 1,6-anhidro disacédridos peracetilados (39 y 40) asi
obtenidos, y posterior desacetilacién.de las correspondien-

tes octaacetil galactosilgalactosas (26 y 37) (Esquema 8).



ESQUEMA 8

CH,0Ac CHz —_0
o o
AcO HO (CN), Hg
OAc + OAc EEE——
Br
OAc OAc
? 8
CH,0Ac CH;——0 CH,0AC CHp—— 0
AcO 0 0 AcO Y o 0
OAc 0 OAc + OAc OAc
OAc OAc OAc OAc
35 36
CH,0Ac CH,0Ac CH,0H CH,0H
AcO Y 0 HO 0 (4]
MeONa o :
OAc 0" N oAc “MeOH OH OH
OAc
OAc OAc OH OH
37 1
SO4H,
Ac50:AcOH
CH,0Ac CH,0Ac CH,0H CH,OH
AcO 0 0 ‘ HO o Y
Y MeONa 0
OAc OAc MeOH OH OH
L 2/ OAc . ‘imm'
OAc OAc OH OH
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La reaccidn de 2,3-di-9—acetil-l,6—anhidro-6—2—galactg
piranosa (g) con 1,5 equivalente de acetobromogalactosa (Z)
en presencia de 1:5 equivalentes de cianuro merclrico en ni
trometano-benceno 1:1, a 40°C, se completd en 50 hr. La cro
matografia en capa fina de la mezcla de reaccién indic6 la
presencia de varios productos. La mezcla de reaccidn se - -
fraccioné por cromotografia en columna sobre gel de silice

y se aislaron dos fracciones principales.

La primera fraccidn eluida de la columna estuvo consti
tuida por un s6lo producto (16% a partir de acetobromogalag
tosa) cuyo andlisis elemental indic6 la presencia de nitrdé-
geno y cuyas caracteristicas fisicas, p.f. 168"-1%9°C, {a}
+ 37.2°, coincidieron con las descritas para el cianuro de
2,3,4,6-tetra-0-acetil-g-D-galactopiranosilo (}8)Z Sus es--

pectros IR y RMN (ver pdg, 113 , apartado 2.3.3.) y su and

CH20Ac
AcO O,  C:=N
OAc

OAc

38

lisis elemental-concordaron con los descritos para §8 y el
compuesto resultd idéntico a la sustancia §8 preparada por
reaccibén del bromuro de 2,3,4,6,-tetra-O-acetil-o-D-galacto
piranosilo (Z) con cianuro merclirico en nitrometan0153. Com
puestos de este tipo han sido previamente aislados en reac-

154-156
ciones de glicosilacibn en presencia de cianuros meté&licos .
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En la segunda fraccibén se eluyd una mezcla siruposa --
(90,5%) de 1,6~anhidro disac&ridos peracetilados (2§ Yy 22) -
con movilidades cromatogradficas muy similares. El1 fracciona-
. miento de esta mezcla presentd serias dificultades por lo -
que se procedid directamente a su acetolisis. El estableci--
hiento de las condiciones de acetolisis de los puentes 1,6-
anhidro sin acetolisis simultinea de los enlaces glicdsili--
cos se realizd tras un cuidadoso estudio cromatogréfico de -
los productos de reaccién en diferentes tiempos, y a distin-
tas temperaturas y concentraciones de &cido. Este estudio -
permitié concluir que la écetolisis de los puentes 1,6—anhi—
dro se completa en quince minutos a temperatura ambiente con
una mezcla de anhidrido acético—écido-gcético conLeniendo un
2% de sulfQGrico, sin que en estas condiciones tenga lugar -
una acetolisis apreciable de los enlaces ¢glicosflicos. La -
acetolisis de la mezcla de disacéridos did lugar a dos pro--
ductos principales que se separaron sin dificultad por croma

tograffa en columna sobre gel de silice.

Los espectros IR de ambos productos presentaron una ban
da a 1.750 cm_l asignada a la v C=0 de los grupos acetoxilos
y su andlisis elementales coincidieron con los esperados pa;
ra los disacdridos octaacetilados 32 y 2§. Los espectros de
RMN a 100 MHz en cloroformo deuterado de ambos compuestos, -
mostraron la presencia de ocho grupos acetoxilo en la regidn
comprendida entre § 1.97 y 2.17 ppm (fig. 8 a y b) corrobo--

rando su naturaleza de disacdridos octaacetilados.



i
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Fig. 8 - Espectros de RMN a 100 MHz en Ci3CD de
a) -12,3,6 - tetra - 0~ acetit - 4 -Q-(2.3.4,6 - tetra -0 - acetil -~ ox - D - galactopiranosil ) ~ x-
D-galactopiranosa (37) )
b) - 1-.2.3,6 ~tetra -0 - acetil -4 -0-(2,3,4,6 - tetra -0 -acetil - B~ D - galactopiranosit ) - o -
D - galactopiranosa (26) N
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Las configuraciones anoméricas de ambas octaacetil ga-
lactosilgalactosas (26 y 37) se determinaron a partir de -
los espectros de RMN. El espectro del compuesto eluido en
_ primer lugar mgstré (fig. 9a), dos dobletes a § 6.35 (J1,2
3.3 Hz) y 4.99 (Jl',2' 3.0 Hz) que se asignaron a los proto
nes anoméricos H-1 y H-1' respectivamente; los valores de -
las constantes de acoplamiento de estas senales indicaron -
configuracifén o de ambos centros anoméricos. Sobre estas ba
ses se asignd a esta sustancia la estructura de 1,2,3,6-te-
tra—g—acetil—4—g-(2,3,4,6-tetra—9—acetil—a—g—galactopirano¥
sil)-a-D-galactopiranosa (32), obtenida en la condensacidn

con un rendimiento del 40%.

La regién comprendida entre § 7 y'3 del espectro de RMN
del producto eluido en segundo lugar (fig. 9b) mostré6 dos -
dobletes asignables a los protones anoméricos E-1 y E'—l a
' S 6;26 (J

3.0 Hz) y 4.43 (Jl 7.5 Hz) respectivamente;

1,2 ',2!
las constantes de acoplamiento observadas fueron indicativas
de configuraci6n anomérica a en C-1 y B en C'-1. A la vista
de estos resultados se atribuyd a este producto la estructu
ra de 1,2,36-tetra-O-acetil-4-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-

Q-galaCtopiranosil)—a-g—galactopiranosa (26), obtenida con

un rendimiento del 30%.

En ambos espectros (figs. 9a y 9b) las senales corres-
pondientes a los protones H-4, H-5, H'-5 y los protones me-

tilénicos H-6, H'-6 aparecieron, entre § 3.90 y 4.60 ppm ¥y
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las de los protones H-2, H'-2, H-3, H'-3 y H'-4 resonaron -
la regidén entre 4.90 y 5.60. Un estudio mis detallado de --
los espectros de RMN.de los dos compuestos se describe en -

el apartado 2.2.5.

Los poderes rotatorios de los dos octaacetatos ébteni-
dos (§7 y.36), + 138° para la 1,2,3,6,-tetra-g-acétil-4—9——
—(2,3,4,6,—tetra-g-acetil—a-g-galactopiranosil)-a-g—galactg
piranosa (§7) y + 54° para la 1,2,3,6-tetra-0O-acetil-4-0-(2,
3,4,6-tetra-9-acetil-S—Q-galactopiranosil)—a-g-galactopira4
nosa (ZGY coincidieron también con los esperados para  com--
puestos con las configuraciones anoméricas ay B8en C'-1 res-

-

pectivamente.

La desacetilacidn de 1,2,3,6-tetra-0-acetil-4-0-(2,3,4,
6~tetra—94acetil-a—g-galactopiranosil)—a-g-galactopiranosa
(37) en metbxido sbdico 0.2 M en metanol condujo con rendi-
mieﬁto pré&cticamente cuantitativo a un producto cromatogri-

ficamente homogéneo (R 0.70), cuyo espectro IR presenté

1

Gal
banda de tensién O-H a 3.400 cm ~. Sus caracteristicas fisi
cas, p.f. 212 -213°C y {a}D+l70°, fueron indénticas a las -
descritas para la 4-O-a-D-galactopiranosil-D-galactosa (1) °

preparada por otros procedimientos45-48.

Analogamente, la desacetilacidn de 1,2,3,6-tetra-O-ace
til-4—9—(2,3,4,6-tetra—9—acetil—B-g-galactopiranosil)—a—g-—

galactopiranosa (26) en las mismas condiciones, did lugar a



.un producto cromatograficamente puro (R 0.78), cuyo espec

Gal
tro IR presentd bandas de tensidén O-H a 3.440 y 3.370 cm™ L.
su p.f. 204-206°C, y {al; + 69° coincidieron con los previa
mente descritos para la 4-gfs—g—galactopiranosil—g-galacto-

sa (2) aislada de fuentes,naturales49-53.

2.2.3. CONDENSACION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL-Q
—g—GALACTOPIRANOSILO (Z) CON 2,4-DI-O-ACETIL-1,6- --
—ANHIDRO—B-Q—GALACTOPIRANOSA (g). SINTESIS DE 3-0-0-
—Q-GALACTOPIRANOSIL-D—GALACTOSA (2) Y 3—9—8-2—GALAC—

TOPIRANOSIL-D-GALACTOSA (4)

El procedimiento de sintesis seguido ha sido similar -
al descrito anteriormente para la sintesis 4-0O-a y B-Q-galgc

topiranosil-D-galactosa (1 y 2) y se resume en el esquema 9.

La reaccidn de 2,4-di-O-acetil-1,6-anhidro-g-D-galacto
piranosa (g) con 1.5 eqﬁivalentes de acetobromogalactosa --
(Z) en presencia de 1.5 equivalentes de cianuro mercfirico -
en nitfometéno—benceno 1:1, a 40°C, se completd en 52 hr --
dando lugar a una mezcla de productos, de la gque por cromo-
tografia en columha sobre gel de silice se separd cianuro -
de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-galactopiranosilo (38) y una
mezcla (76%) de 1,6-anhidro disac&ridos peracetilados, (%9

y 40), con movilidades cromatogridficas muy similares.
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Las condiciones requeridas para la acetolisis delvpugn
te 1,6-anhidro de 39 y 49 fueron mé&s enérgicas que las uti-
lizadas en la acetolisis de los 1,6-anhidro disacéridos pe-
racetilados con uniones glicosidicas 1-+4 (3§ y 36). La mez-
cla de disac8ridos 1,6-anhidro peracetilados se tratd con -
anhidrido acético-&cido acético contenido un 2% de &cido sul
fGrico durante 90 min a temperatura ambieﬁte y 30 min a 50°-
C. La cromatografia en columna sobre gel de silice de la --
mezcla de acetolisis condujo a la separacién de dos produc-
tos principales. Como en 1la cbndensacién anterior, los ané-
lisis elementales de ambas sustancias estuvieron de acuerdo
con los esperados para dos galactosilgalactosas peracetila-
das (gl Yy §2)y sus espectros IR, correspondieron con los es
perados para estas estructurasﬂ Por otra parte, los espec--
tros RMN a 100 MHz en cloroformo. deuterado de ambas sustan-
cias (gl Yy 4%) mostraron las senales correspondientes a los
protones mitilicos de ocho grupos acetoxilos entre § 1.96 -
y 2.16 ppm (fig. 10a y b). El espectro del producto eluido
en primer lugar (fig. lla)vque no pudo analizarse, mostrd,
sin embargo, un doblete a §6.40, adscrito al prot6n H-1, con
una constante de acoplamiento de 3.5 Hz indicando configura
cién anomérica o en C-1. El1 espectro de la sustancia eluida
en segundo lugar (fig. 11b) mostrd dos dobles a § 6.28 (J1’2
3,5 Hz) v 4.62 (Jl',2' 7.2 Hz) que se asignaron a los pro
tones anoméricos H-1l y H'-1l respectivamente; los valores de
las'constantes de acoplamiento observadas indicaron configu

racibén anomérica o en C-1 y B en C'-1. Las senales corres--
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pondientes a los protones H-3, H-5, H'-5 y los protones meti
lénicos H-6, H'-6 aparecieron sin resolver en la regidn com

prendida entre § 3.80 y 4.35 y los protones H-2, H'-2, H'-3,
H—4.y H'-4 resonaron entre 4.80 y 5.55. Estos resultados -

permitie;on asignar al producto de mayor Rf la estrﬁctura de
1,2,4,6—;etra—g—acetil-3-gf(2,3,4,6-tetra—g-acetil—a—gfgalgp
tqpiranosil)-a-g-galactopiranosa (41) y al producto de menor
movilidad la estructura de'1,2,4,6,-tetra—g-acetil—3—gf(2,3,
4,6~-tetra-O-acetil-g-D-galactopiranosil) -a-D-galactosa (32).
El andmero a Yél) se obtuvo con un rendimiento final del 46%

y el B (42) con el 14%.

Los poderes rotatorios de +137° y +54°, para 41 y 42 -
respectivamente, estuvieron también de acuerdo con las con-
figuraciones anoméricas asignadas a partir de los espec- -

tros RMN.

La desacetilacibén de la 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-0-(2,
3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-a-D-galactopira-
nosa (41) con metdxido sbédico 0,2M en metanol condujo a una
masa siruposa, cromatOgrdficamente homogénea (RGal 0.77), -
que no se consiguid cristalizar. El poder rotatorio de ésta
sustancia, {a}D+iZ9°, concidid préacticamente con el descri-
to para la 3-0O-a-D-galactopiranosil-D-galactosa (%) prepara

da por otros pr0cedimien;0358r 46, 47

. Por otra parte, la -
reacetilacidn de este producto (3) con anhidrido acético pi
ridina did lugar a un producto cristalino cuyas constantes:

fisicas p.f. 156-157°C y {a}D + 113.6° fueron idénticas a



74

las descritas para la 1,2,4,6-tetra—gfaceti1-3—g-(2,3,4,6-—
-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosil) -f-D-galactopiranosa -
(23) preparada a partir de la 3-0-a-D-galactopiranosil-D-ga
lactosa (3) aislada de los hidrolizados parciales de A-ca--
rrageninass. El espectro RMN a 100 MHz de este octaacetato

(33) C13CD no pudo tampoco analizarse, pero mostrd un doble
te a § 5.61 asignado al protdn H-1 con uﬁa constante de aco

plamiento J1 2 8.2 Hz indicativa de configuracidn anomérica
’

B en C-1.
CH,0Ac CH,0Ac
AcO 0 AcO 0 oAc
OAc
OAc OAc
43

La‘desacetilacién de 1,2,4;6—tetra-gfacetil;3-gf(2,3,4,
6-tetra—g-aceti1-B-g-galactopiranosil)-a4g-galactopiranosa
(42) en las mismas condiciones, did lugar a un producto cro
matograficamente puro (RGal 0.72), cuyo espectro IR corres-
pondid al de un producto completamente desacetilado. Sus ca
racteristicas fisicas p.f. 165 -168°C, {a}D+62° coincidie--
ron con las déscritas para la 3—9-8-2—ga1actopiranosil-g-gg

59-74 '

lactosa (4) obtenida de fuentes naturales y preparada

> . 76
por sintesis .
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2.2.4. CONDENSACION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-QO-ACETIL-C
-D-GALACTOPIRANOSILO (7) CON 2-Q0-ACETIL-1,6-ANHIDRO-
-B—E—GALACTOPIRANOSA (11). SINTESIS DE 3—9—B—Q-GALAQ

TOPIRANOSIL-D-GALACTOSA (4)

Como continuacidén del estudio presentado en esta Tesis
sobre las reéctividades relativas de los grupos hidroxilo -
de la 1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (}0) y 2-0O-acetil-1,6
-anhidro-g-D-galactopiranosa (}1) y en relacidén con la sin~
tesis de disacéridos de galactosa se ha estudiadb la reac--
cidn de glicosilécién de 1la Z—Qfaéetil—l,6-anhidro—6-g—gal§p
topiranosa (%1) con acetobromogalactosa (Z) siguiendo el --
procedimiento anteriorménte descrito para la 2,3-di-O-ace--
til (§) Yy 2,4-di-O-acetil-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa -
(g). Los resuitédos obtenidos én esta condensacién se indi-

can en el esquema 10.

La reaccidén de 2-0O-acetil-1,6-anhidro-f-D-galactopira-
nosa (}1) con 1.5 equivalentes de acetobromogalactosa (Z) -
en presencia de 0.75 equivalentes de cianuro mercfirico en -
1:1 nitrometano-benceno, a 40°C, se completd en veinfiuna -
horas. La acetilacibén de la mezcla de reaccién con anhidri
do acético en piridina did lugar a una mezcla de productos
que se separaron por cromatografia en columna sobre gel de
silice. Se obtuvo asi a una pequena cantidad de cianuro de
2,3,4,6—tetra-gfacetil—B—g—galactopiranosilo'(§8), una frac

cidén principal constituida por 1,6-anhidro disaciridos pera
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cetilados (93 %) y una minoritaria probablemente compuesta

por una mezcla de trisacdridos, que no ha sido estudiada.

La acetolisis de la mezcla de 1,6-anhidro disacé;idos
peracetilados con una mezcla de anhidrido acético-&cido acé
tico, conteniendo un 2% de &cido sulffirico se completd en 1
hr a temperatura ambiente y didé lugar a una mezcla compues-
ta por un producto principal y tres minoritarios, que se se
pararon por cromatografia en columna sobre gel de silice. =~
Se obtuvieron de.este modo por orden de elucidn, una peque-
na cantidad de pentaacetil galactésa, formada en la acetoli
sis, y los disacéridos peracetilados 1,2,4,6,-tetra-9—ace-—
til—3~gf(2,3,4,6-tetra-gfacetil-a-g—galactopiranosil)-a-g-—
-galactopiranosa (gl) (17%) 1,2,3,6-tetra-0-acetil-4-0-(2,
3,4,6-tetra-g—acetil-a-g-galacﬁopiranosil)-a—g-galactopira-A
nosa (}7) (4%) y 1,2,4,6-tetra-0O-acetil-2-0-(2,3,4,6-tetra-
-O-acetil-g-D-galactopiranosil) -a-D-galactopiranosa (é?) --
(52%) . Los octaacetatos 37, 41 y 42 se identificaron por --
comparacidn de sus movilidades cromotograficas, puntos de -
fusidn, poderes rotatorios y espectros IR con los octaaceta
tos obtenidos- en la condensacidén de la 2,3-di-O-acetil-1,6-
-anhidro-g-D-galactopiranosa (§) (octaacetatos 37 y 26) y -
2,4—di-9—acetil—l,6-anhidro-B-g-galactopiranosa-(g) (octaace

tatos 41 y 42), con acetobromogalactosa (7).

Estos resultados indican que, en las condiciones emplea“

das, el grupo hidroxilo axial en C-3 de la 2—Q—acetil-1,6-—
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anhidro-B-D-galactopiranosa es el mds reactivo y que esta -
reaccidn constituye un método directo y sencillo de obtener
3497B—Q—gaiactopiranosil—g—galactosa (4) por desacetilacidn

de 52.

La mayor reactividad del grupo hidroxilo axial en C-3
de }1 en la reaccidn de glicosilacidn es en cierto modo sor
preﬁdente. Como se ha indicado previamente los grupos hidro
xilo ecuatoriales son, en general, mids reactivos que los --
axiales en reacciones de glicosilacién24. Conforme se ha ci
tado en la introduccidn (pag. 54),Masamune54 ha descrito que
la reaccidn de glicosilacidn de }1 con acetobromogalactosa
(Z) en cloroformo y en presencia de carbonato de plata tie-
ne lugar, preferentemente, en el grupo hidroxilo ecuatorial
en C-4, si bien las caracteristicas del producto aislado no
coihcidén con las descritas para la 4—9-B—Q—galaét0pirano--

sil-—l_)-galactosallg—53 115

(2). Por otra parte, Shapiro y col.
han establecido que la reaccién de }1 con el bromuro de 2--
dicloroacetamido-Z—desoxi—3,4,6—tri-9—benzoil—a—g-galactopi
ranosilo, en condiciones similares a las utilizadas en el -
presente trabajo, tiene lugar sobre ambos hidroxilos, ecua-
torial C-4 y éxiai y en C-3, obteniéndoée una mezcla de disa
céridos con enlaces glicosilicos 1+4 y 1+3 en la relacibn -
3:2. A la vista de estos antecedentes, los resultados que -
aqui se describen indican, que las reactividades relatiVas

de los grupos hidroxilos de }1 en reacciones de glicosidacibn

dependen en alto grado del agente glicosilante empleado y -

de las condiciones experimentales.



2.2.5. ESPECTROS DE RMN DE LOS DERIVADOS PERACETILADOS DE -
LOS DISACARIDOS 4-0-0 Y -B-D-GALACTOPIRANOSIL-D-GA--
LACTOSA (1 y 2) Y 3-0-0 Y -B-D-GALACTOPIRANOSIL-D-GA

LACTOSA (3 y 4)

Los espectros de RMN de los cuatro disacaridos perace-
tilados 1,2,3,6-tetra—9—ac¢til—4—g-(2,3,4,6-tetra-g-acetil—
a-D-galactopiranosil)-a-D-galactopiranosa (§7), 1,2,3,6-te-
tra—g-acetil-g—g—(2,3,4,6-tetra—9—acetil—B—g-galactopirano-
sil)—a-g-galactopifanosa (g6), 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-0--
(2,3,4,6—tetra—g—acetil—a—g—galactépiranosil)—a—g-galactopi
ranosa (41) y 1,2,4,6-tetra-0O-acetil-3-0-(2,3,4,6-tetra-0--
acetil—B—Q-galactopiranosil)-a—g—galactopiranosa (42) , se -
ha determinado en cloroformo-d, acetona-ds, Yy benceno—ds. -
Este estudio espectroscdpico se ha realizado con objeto de
obtener la mayor informacibén posible sobre la configuracidn
y la conformacidn de las moléculas en solucién que puede --
ser valiosa en un estudio posterior de la conformacidén de -
los disacaridos libres (}-g). La complejidad de los espec-=
tros en la regidén ¢ 3-7 ppm ha hecho necesario la utiliza--
cidn de un programa de cdlculo que ha permitido comprobar -
las asignaciones pechas por andlisis parcial de primer or--

den.
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Los desplazamientos quimicos de los protones metilicos
de los acetoxilos en los espectros de RMN a 100 MHz en dis-
tintos disolventes de los a-octaacetatos de 4-0-o Y —-B-D-ga
lactopiranosil-D-galactosa (32 y gG)‘y 3-0-a y —B—B-galactg
piranosil-D-galactosa (gl y 4%), se indican en la Tabla IV;
los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamien
to de los protones anoméricos se recogen.en la Tabla V. Los
resultados obtenidos de la asignacidn de las senales a cam-
po mas bajo comprobada por comparacidén de los espectros ex-
perimentales con los téoricos (figs. 12, 13 y 14) obtenidos
por medio del programa de célculo LAOCN 3,se indican en la

Tabla VI.

Como en otros derivados de oligosacéridos los espec--
tros de RMN de los disacdridos octaacetilados 1,2,3,6-tetra
-Q-aceti1—4—9f(2,3,4,6-tetra-9—acetil—a y B-Q?galactopirang
sil)—a-g—galaqtopiranosa.(37 y 36) y 1,2,4,6-tetra-0O-acetil
-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-o y B-D-galactopiranosil)-a-D-
galactopiranosa (gl y 32), presentaron bastante complejidad.
Sin embargo, el anélisis parcial de primer orden en distin-
tos disolventes ha sido posible en la mayor parte de las =--
sustancias y este andlisis ha permitido establecer sus con-
figuraciones anoméricas y determinar las conformaciones de

los anillos de galactopiranosa.
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Las sehales correspondientes a los protones metilicos
dé los acetoxilos de 32, 2§, 4} y 43 (Tabla VI), aparecie-
ron a valores de § entre 1.96 y 2,16 ppm en cloroformo deu-
terado, de 1.87 a 2.12 en acetona deuterada y de 1.58 a 2.08
en benceno deuterado; en ningfin caso ha sido posible esta-
blecer una diferencia clara entre los desplazamientos quimi-
cos de los protones metilicos de los acefoxilos axiales y -

ecuatoriales.

Las regiones de los espectros a campo mds bajo, ha per

mitido, sin embargo, obtener interesantes conclusiones.

En el espectro de RMN de 1,2,3,6-tetra—gfadétil-4-9f
(2,3,4,6—tetra-gfacetil—a—g-galactopiranosil)-a-g—galactosar
(32) a 100 MHz,en cloroformo deuterado,la regidn ‘comprendida
entre 63.9 y 6.4 ppm (figs. 9a y 12) pudo dividirse en dos -
subregiones. La subregidn a campo mé&s alto (§3.9r4.6 , inte-
gral total 7 protones) presentd seﬁéles asignables a los pro
tones H~-4, H-5, H3-5 y los protones metilénicos H-6 y H'-6,
qgue aparecieron sin resolver.La subregidn a campo m&s bajo -
(64.9-6.4, integral total 7 protones), pudo analizarse comple
tamente: el doblete a 4.99 se asignd al protdén H'-1 (Jl',2'
3.0 Hz); los cuartetes entrecruzados centrados a 5.17 y 5.19
se asignaron a los protones H'-3 y H-3 respectivamente (J2,’3,
11.0 Hz, 2.7 Hz,

10.7 Hz, 3.0Hz); los cuar-

J31 g0 I3 J3,4

tetes solapados a 5.36 y 5.38 se adscribieron a los proto--

nes H-2 y H'-2 respectivamente (J 3.3 Hz, J 10.7 Hz,

1,2 2,3



3.0 Hz, 11.0 Hz); el doblete de dobletes a -

Tyv,20 J21, 3

5.54 se asignd al proton H'-4 (J3 2.7 Hz, 1.2 Hz)

l'4| J4Il5l
y finalmente el doblete a 6.35 se asignd al proton H-l'(J1 5
. 14

3.3 Hz). En el espectro de 37 en acetona deuterada el doble

te a §5.11 se asignd al protdn H'-1 (Jl, 3.5 Hz); el --
. 4

2 1

cuadrupl.te a 5.50 se adscribid al protén H-4 (J 3Hz,

3', 4°

J4, 51 1.5 Hz) y el doblete a 6.32 se asignd al protdén H-1
’

(J1 2 3.0 Hz). El1 espectro’en benceno deuterado presentd un
14

doblete a § 5.07 que se asignd a H'-1l (Jl 3.2 Hz); un -

|,2|

cuadruplete a 5.40 que se asignd a H'-3 (3, 11.2 Hz, --

'3
J3,,4, 2.5 Hz) y un doblete a 6.55, asignado al protdén H-1
(J1,2 3.5 Hz). Las constantes de acoplamiento medidas en --
las senales asignadas a los protones H-1 y H'-1l indicaron -
claramente configuracidn anomerica o en ambos centros y las
restantes constantes estuvieron de acuerdo con dichas confi
guraciones con los dos anillos de galactopiranosa eh la con
formacidén 4C1' |
El espectro de 1,2,3,6-tetra-O-acetil-4-0-(2,3,4,6-te
tra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-a-galactopiranosa (36) -
en cloroformo deuterado (figs. 9b y 13), presentd en la re-
gién entre § 3.7 y 4.5 ppm(integral total 8 protones), un -
doblete aislado a 4.43 que se asignd al protén H'-1 (J1},2'
7.5 Hz); el resto de las senales de esta regibdn, correspon-
dientes a los protones H-4, H-5, H'-5 y los probones metilé
nicos H-6, H'-6, no pudo analizarse. La regidn comprendida

entre § 4.9 y 5.5 (integral total 5 protones) mostrd un cuar
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tete centrado a 4.97 que se asignd al protén H'-3 (J2,_3, -
14

10.2 Hz, J3, 4 3.2 Hz) y cuatro cuartetes solapados a 5.17,
’ :

asignado al protén H-3 (J 10.5 Hz, J 2.5 Hz), 5.20, -
2,3 3,4
asignado al protdén H'-2 (Jl, 2 7.5 Hz, J2' 3 10.2 Hz), --
14 ’

5.32, asignado al protén H-2 (Jl 2 3.0 Hz, J2 3 10.5 Hz), vy
14 ’

5.34, asignado al protén H'-4 (J,, ,, 3.2 Hz, J,, 1.0 Hz)
3',4 4',5"

A campo mas bajo, el espectro presentd un doblete a 6.26 —-

(integral 1 protdn) asignado al protén H-1 (J 3.0 Hz). -

1,2
El espectro de 36 en acetona deuterada no pudo analizarse;

presentd sin embérgo, un doblete a § 6.21, asignado al pro-
tén H-1 (J1,2 2.7 Hz). Asimismo en benceno deuterado Gnica-
mente se pudieron asignar el doblete a 4.47 al prot6bn H'-1

(Jl',z' 8 Hz), el cuartete a 5.15 al protén H'-3 YJZ',3'
10.5 Hz, J3,’4. 3:2 Hz) y el doblete a 6.37 al protdén H-1 -
(J1’2 3.5 Hz). También en este caso los valores de las cons
tantes de acoplamiento de las senhales asignadas a los proto
nes anoméricos indicaron claramente las configuraciones ano
méricas a en C-1 y B C'-1, las constantes medidas en el res
to de las senales estuvieron de acuerdo con estas configura

ciones anoméricas con los anillos de galactopiranosa en la

.. 4
conformacidn 'Cl.

El espectro de 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-0-(2,3,4,6-te
tra—g—acetil—a—g—galactopiranosil)4a—g—galactopiranosa (fl)
no pudo analizarse en ninguno de los disolventes empleados,
observandose sin embargo un doblete aislado a § 6.40 en clo

roformo deutérado, (fig. 1la) 6.32 en acetona deuterada y -
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6.66 en benceno deuterado, con una constante de acoplamien
to de 3.5 Hz que se asignd al protdn H-1 y permitid esta--
blecer la configuracidén o en C-1. El espectro en acetona-d6
presentd ademés, dos dohletes desdoblados a 5.43 y 5.61 -

asignables a los protones H4 Y H4

El espectro de 1,2,4,6-tetra-0-acetil-3-0-(2,3,4,6-te
tra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-a-D-galactopiranosa (42)
en cloroformo deuterado (figs. 11b y 14), presentd un con-
junto de sefiales sin resolver entre §63.8-4.35 (integral tg
tal 7 protones), asignadas a los protones H-3, H-5, H'-5 y
los protones metilénicos H-6, H'-6; un doblete a 4.62 que

se asignd al protén H'-1 (J;, ,, 7.2 Hz); un cuartete a -
14

4.94 asignado a H'-3 (J,, . 10.2 Hz,-J v a2 3.0 Hz); un -
2 '3 3 ’4
cuartete a 5.10 asignado a H'-2 (J,, ,, 7.2 Hz, J0,, ,, 10.2
1',2 2',3
Hz); un cuartete centrado a 5.28 asignado a H-2 (Jl 5 3.5
14

Hz, J2 3 10.5 Hz) que solapb con el cuartete centrado a -
< ’

5.35, adscrito al protén H-4 (J, , 3.0 Hz); un doblete de

3’4
dobletes sin resolver a 5.49 asignado a H'-4 (J3I 4 3.0 Hz,
r

J4r 5o 1.5 Hz) y un doblete a 6.28 asignado al protdn H-1

’

(J1 5 3.5 Hz). El espectro de 42 en acetona deuterada mos-
' <

trdé un cuartete a 4.39, asignado al protdn H-3 (J 10.5

2'3

Hz, 3.5 Hz); un cuartete a 5.21 asignado a H-2 (Jl 2
. '

J3,4

3.7 Hz, 10.5 Hz); un multiplete a 5.34 asignado a H-4

Ja,3

(J 3.5 Hz); un doblete de dobletes a 5.57 asignado a -

3,4
H'-4 (J3,'4. 3.5 Hz, J4,'5, 1 Hz) y un doblete a 6.21 asig

nado a H-1 (J 3.7 Hz). En el espectro de 42 en benceno

1,2



deuterado el doblete a § 4.43 se asignd al protén H'-1 (Jl,

14

2 7.7 Hz), el cuartete a 4.99 se asign6 al protén H'-3 -

a) 3.2 Hz, 10.7 Hz), el doblete de dobletes sin -

2',3" Jar, 30

resolver centrado a 5.37 se asignd al protdén H'-4 (J 3.2

3,4
Hz, J4 5 1 Hz) y solapd con el cuartete a 5.39 adscrito al -
, 5

protdn un'-2 (Jl 7.7 Hz, Jor 30 10.7 Hz), el cuartete a -
’

l’2l

5.59 se asignd al protdn H-2 (J 10.2 Hz, 3.7 Hz) y -

2,3 I1,2
solapd con el doblete de dobletes a 5.60 asignado al protbén

H'-4 (J3. 3.2 Hz, 1 Hz) y un doblete a 6.58 asignado

Jg,5
3.5 Hz). Las constantes de acoplamiento observa-

TN

a H-1 (Jl,2

das en los protones anoméricos H-1 (J 3.5 Hz) y H'-1 -

1,2
(Jl',2' 7.2 Hz), indicaron claramente las configuraciones =
anoméricas a en C-1 y en C'-1 y las restantes constantes de
acoplamiento estuvieron de acuerdo con dichas configuracio--
nes considerando los anillos de galactopiranosa en la confor

macién 4Cl.
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TABLA V
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Desplazamientos quimicos (6§ ppm) y constantes de

acoplamiento (Hz) de los protones anoméricos de los 0-octa=-:

acetatos - de 4-0-a y -B-D-galactopiranosil-D-galactopiranosa

(compuestos 37 y 26) y 3-0-a y —-B-D-galactopiranosil-D-galac

topiranosa (compuestos 41 y 42).

Compuesto

S o (N o o N N N w w
NN R P R 0y Y IO IN N

o>
N

Disolvente

Cl3CD

(Cp;) ,C0
C¢D¢
C1,CD
(CD,) ,CO
CeDe

Cl3CD
(CD3)2CO
C6D6

C13CD

(CD3)2CO

CeDe

4.99
5.11
5.07

4.43

4.62

4.43
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2.3. EL MECANISMO DE LAS REACCIONES DE GLICOSILACION EN PRE
SENCIA DE CATALIZADORES SOLUBLES. ESTRUCTURA Y FUNCION
DE LOS CIANO DERIVADOS FORMADOS EN GLICOSILACIONES CA-

TALIZADAS POR CIANUROS METALICOS.

2.3.1. INTRODUCCION

. En las reacciones de condensacidn del bromuro de 2,3,-
4,6-tetra-O-acetil-o-D-galactopiranosilo (7) con 2,3-di-0--
—acetil-l,6—anhidro—B—Q-galactopiranosa (g) y 2,4-di-0O-ace-
til-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (g), en presencia de --
cianuro merc@Grico, dirigidas a la sintesis de los disacéri-
dos de galactosa }"ﬂ' se ha aislado una sustancia identifi-~
cada como cianuro de 2,3,4,6-tetra—9—acetil-B—Q—galactopirg
nosilo (38) (ver apartados 2.2.2. y 2.2.3.). Cianuros de --
glicosilo de este tipo se han obtenido previamente en reac-

ciones haluros de glicosilo con cianuros metélicosllz’113'-

154_158. De acuerdo en la literatura, la reaccidn de halu--
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ros de cis-a-acetoxiglicopiranosilo con cianuro de plata y
cianuro mercfirico da lugar, al menos, a dos tipos de ciano

derivados. La reaccibdn del bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-ace-

CH,0Ac CH20Ac CHz——0 CH2 o}
AcO o_ C=N AcO Y HO 0 AcO o}
' OAc OAc OAc OH
Br
OAc ' OAc OAc OAc
38 I 8 2

til-a-D-glucopiranosilo (18) con cianuro mercfirico en ni--
trometano conduce a cianuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-

-glucopiranbsilo (44) y 3,4,6—tri—g—acetil—1,2-g-(l—cianog
tilidén)-a-D-glucopiranosa (45) con muy bajo rendimientollz.

CH,0Ac
o

OAc
AcO

A

La reaccidén del bromuro 18 con cianuro de plata en xileno,

CH20Ac CH20Ac

OAc OAc
AcO AcO o

OAc ' o) “%whcsN

44 45 CHj

~
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da lugar, por otra parte, al 1,2—9—(1-cianoetilidén) deri-
L . 112,159
vado (45) con un rendimiento apreciablemente mayor .
La configuracibn absoluta del carbono portador del grupo -
ciano en el compuesto 45 no se conoce y los valores de - -
constantes de acoplamiento en su espectro de RMN parecen -
indicar la existencia del anillo de piranosa en una confor

160. Contrariamente, la reaccidn del

macidn de bote torcido
bromuro de 2,3,4,6-tetra—Qfacetil—a-g-galactopiranosilo -
(7) con cianuro merclirico en nitrometano da lugar al cianu
ro de 2,3,4,6—te£ra—9—acetil-B—g—galactdpiranésilo (38) --

113,153,154,157,158
’

con buen rendimiento y del mismo modo

se comportan los bromuros de 2,3,4-tri-O-acetil-a-D-xilopi

155 v 2,3,4—tri-g—benzoil—B-g—ribopiranoéilolsl.

ranosilo
Como se ha indicado en la Introduccidn de esta Tesis, -
los datos de que se dispone actualmente acerca de los meca
nismos de reacciones de glicosilacidn, son muy reducidos y
la clasificacidn de los distintos tipos de reaccidn y los
diferentes esquemas propuestos se basan, solamente, en una

combinacidn de datos bibliogréficosgz’111

. Los 1l-halbgeno
‘azficares utilizados en reacciones de glicosilacidn se obtie
nen normalmente en la forma termodinémicamente mis estable,
con el dtomo de haldgeno en posicibdn axial. Para azflcares
de la serie D en conformacidn 4Cl y de la serie L en con--
formacidn lC4, estos derivados son los denominados o-halu-

ros. La glicosilacidn con halogenuros de glicosilo-1,2-cis,

como los bromuroé de 2,3,4,6-tetra-0O-acetil-a-D-gluco ({8)
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y galactopiranosilo (Z), procede generalmente cén inversidn
de la configuracidén en C-1 dando glicdsidos 1,2—trans (36),
mientras que haldgenuros de glicosilo-1,2-trans,como el --
bromuro de 2,3,4,6-tetra—9facetil-a—g—manopiranosilo (gl),
transcurre con retencidn de la configuracibén en C-1, dando

también glicbésidos 1,2-trans (32).

CH,0Ac CH20Ac
o] AcO 2 0 AcO 2 0
0. OAc
OR AcO AcO
OR
. Br OR

46 3. 32

~ ~

La formacidn preferente de glicbsidos 1,2-trans (46)

puede explicarse admitiendo un mecanismo SNZ, aungque el me

canismo de glicosilacidn parece ser mucho mas complejo. Es

t4 generalmente admitido que cuando las glicosilaciones se

llevan a cabo en presencia de s&les de plata insolubles
(CO3Ag2 Yy AgZO) y en disolventes que contribuyen a la esta
bilizacién del estado de transicién, como el &ter o el.clg
roformo en presencia de iodo, el halogenuro, adsorbido so-
bre el compuesto de plata, sufre una reaccidn concretada -
con el alcoholzs, que da lugar al glicdsido l,2—trans. - -
Cuando las glicosilaciones se realizan en presencia de ca-
talizadores solubles o aceptores de écidolsz—ls4 se admite
un mecanismo SNl en base a la fdcil formacidn de un catidn
glicosilico estabilizado por resonancia. Por analogia con
165

los esquemas de solvolisis propuestos por Winstein el -

halogenuro putde reaccionar via un par idnico intimamente



ligado (47), un par idnico separado pof el disolvente (48)

6 un id6n libre (49), seglin las condiciones. El hecho de --

que se obtengan preferentemente glicbsidos 1,2-trans a pe-

sar del mecanismo SNl propuesto, se explica si se admite -

que la reaccidn transcurre a través del par idnico intima-

mente ligado 47 que reaccionaria con nucleéfilos con inver
. . .. 165-168 .

sidén de la configuracidn . Sin embargo, y de acuerdo

con los resultados obtenidos a partir de haluros de glico-

silo con un grupo no participante en C-297'169

, parece méas
16gico admitir un efecto de grupo vicinal que implique al
grupo 2-aciloxi como responsable del curso estérico de la
glicosilacibn. Este efecto.puede consistir en la interac--

cién de los orbitales p del oxigeno carbonilico con el car

bocatidn en C-1 (14) 6 en la formacibén de un idn aciloxo--




nio (}S). Estudios realizados con iones'aciloxonio170 y con
ortoesteres de azﬁcares23 indican que estos cationes ambi-
dentes (}5) pueden reaccionar de dos modos con un alcohol.
En medio alcalino o neutro y en reaccidn cinéticamente con

trolada se obtiene predominantemente el ortoester100’171_-

174
(34) . En presencia de aniones, perclorato o cianuro =--

que puedan bloquear el idn aciloxonio (15), el alcohol pue

de atacar en C-1, en una reaccidn cineticamente controlada

-

para dar el glicdsido 1,2-trans (46). Si la reaccidn se --
lleva a cabo en disolventes muy polares, la glicosilacidn
puede proceder, sin embargo, via el catidn glicosilico 49
dando una mezcla de glicdsidos cis y trans sin que tenga -

lugar la formacidn de idn aciloxonio (15)175.

Estos son, en lineas generales, los mecanismos pro- -
puestos para las reacciones de glicosilacidn con haluros -
de glicosilo. No existe, sin embargo, una prueba definiti-
va sobre la existencia de iones aciloxonio en estas reac--

ciones aunque la quimica de tales ione823'170

es consisten
" te con el curso de glicosilacidn y el aislamiento de cier-
tos productos de tipo ortoester, como el 1,2-0-(l-cianoeti

1idén) derivado (45), constituye una evidencia adicional -

de la formacidn de iones aciloxonio (15).
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Con objeto de aportar nuevos datos_sobré el mecanismo
de la reaccidn de glicosilacidn en presencia de cianuros me
tdlicos y a la vista de los interesantes problemas que pre-
sentan, tanto el mecanismo de formacidn como la estructura
de los productos de reaccibn de cianuros metdlicos con halu
ros de g'icosilo, se han estudiado en esta Tesis las reac--
ciones del bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopi-
ranosilo (Z) y de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosi-
lo (}8) con cianuro merc@rico en nitrometano y cianuro de -
plata en xileno. La mayor parte de los productos formados -
en estas reacciones se han separado en este trabajo por mé-
todos cromotograficos, se han establecido sus estructuras -
por métodos espectroscdpicos y se han estudiado sus reaccio
nes en relacibén con el papel que pueden desempenar en la --

sintesis de glicésidos.

2.3.2. LA REACCION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA—C_)-ACETIL—0.-
D-GLUCOPIRANOSILO  (18) CON CIANURO DE PLATA EN XILE-

'NO

La reaccidn del bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-
glucopiranosilo (}8) con cianuro de plata en xileno ha sido
previamente estudiéda por L.R. Buerger159 en 1934. De acuer
do con este autor la reaccidn da lugar a un producto, p.Ef.
76°C, con un rendimiento del 45%, al que se asignd, en prin
cipio, -la estructura de cianuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-§

-D-glucopiranosilo (§4). Posteriormente, Coxon y Fletcher112
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asignaron a esta sustancia la estructura de 3,4,6-tri-O-ace
til—1,2-9¢(LCianOetilidén)-a-g—glucopiranOSa (45). La es-
tructura 45 quedd quimicamente demostrada de forma inequi-
voca112 y el espectro de RMN del producto indic6é un cambio

fundamental en la conformacidn normal 4C del anillo de --

1
-glucopiranosa producido por la formacidn del anillo aceté&li
co 1,2—ci5160. En efecto, la consideracidén de las constan-

tes de acoplamiento conduce, de acuerdo con Coxon y Flet--

cher, a una conformacidén diferente a 1la 4Clnormal (50) e -

intermedia entre las conformaciones bote (51) y (52) y bo-:

te torcido (53), pero méds prdxima a esta ﬁltimal60.

c ) OAc
H20AC 0 :
AcO 2720 OAC AcOCH, /9
AcO AcOCH, 7 inc OAc
o y
50 5 X
OAc

El rendimiento con que se obtiene 45 en la reaccibn -
de acetobromogalactosa con cianuro de plata en xileno es -

bajo y en la reaccidn se forma una cantidad considerable -

112,159

de productos no identificados . Con objeto de obte--
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ner mayor informacién sobre la formacién del cianoetilidén
derivado 45, y su posible papel en las reacciones de glico
silacibén, en esta Memoria se han estudiado la mayor parte

de los productos formados en la reaccidn.

La -ondensacién del-bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil
~a-D-glucopiranosilo (}8) con cianuro de plata en xileno -
en las condiciones previamente descritas112 did lugar a --
una mezcla compleja de sustancias. La cromatograffa en ca-
pa fina de 1la mezcla de reaccibn mostrd la presencia de -~
tres productos principales con movilidades cromatogré&ficas
muy similares en todos los eluyentes ensayados. Tras una -
laboriosisima separacién cromatografica se obtuvieron pu--
ros los tres productos principales que se denominaron, por

orden de elucibn F-1 Glc CNAg, F-2 Glc GNAg y F-3 Glc CNAg.

El producto eluido en primer lugar, F-1 Glc¢ CNAg, --
coincidibé en todas sus constantes, con la 3,4,6-tri-O-ace-
ti1—1,2—9—(l—cianoetilidén)-u-g—glucopiranosa (45) , previa
mente obtenida por cristalizacidn de la mezcla de reaccibn

- - ' ., 112,159 .
bruta por el procedimiento descrito . Las interesan-
tes propiedades éspectroscépicas de esta sustancia y la in
terpretacién de &stas en términos conformacionales, nos in

dujo a estudiar e reinterpretar detenidamente su espectro

de RMN en distintos disolventes.
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De acuerdo con 1la literatura112

del espectro IR de 55
no presentd banda asignable a la vibracién de tensién C=N
(fig. 15). El espectro de RMN de 55 a 100 MHz en C13CD -
(fig. 16) fue también concordante con el descrito previa--
mente y, con objeto de obtener méds informacidén sobre 1la
inesperada conformacibn §3 asignada a §5160, se registra--
ron sus espectros en acetona—d6 (fig. 17) y benceno—d6 -
(fig. 18). Los desplazamientos quimicos de los protones me
tilicos y metilénicos y metfnicos, en los tres disolventes,
se dan en las Tablas VII y VIII respectivamente, y las cons
tantes de acoplamiento medidas se resefian en la Tabla IX.
En todos los casos, el protén anomérico aparecif a campo -
mas bajo que los restantes protones seguido de los proto~--
nes H-3, H-4 y H-2 y de los protones.H—6 H'-6 y H-5 (Tabla
VIII). Las constantes de acoplamiento observadasJen los es
pectros registrados en acetona-d6 y en benceno—d6 coincidie
ron prdcticamente con las medidas en el espectro en cloro-
formo-d. Una éimple inspeccibén de estas constantes pbﬁe de
manifiesto, que la molécula no se encuentra en la esperada
conformacibn §0 con los protones H-2, H-3, H-4 y H-5 en --
orientacidn axial. La constante J4'5 (9.5 Hz) estd de acuer
do con la esperada para §0 pero las constantes J2'3 (2.7 -
Hz) y J3'4 (2.7 Hz) estan mas prdoximas a las esperadas pa-
ra orientaciones "gauche" de los protones H-2, H-3 y H-4,
H-5. E1 valor de la constante Jl,2 (5.0 Hz), indica, por -
otra parte, que la parte del anillo en que se encuentran -
los protones H-1 y H-2 se hace més plana que en EO debido

a la existencia del anillo de cinco miembrosl76' 177.
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La comparacidn de los &ngulos diédricos deducidos a -
p;rtir de }as constantes de acoplamiento por aplicacién de
la ecuacibén de Karplus, con los angulos diédricos tebricos
en las formas silla (50), bote (51.y §2) y bote torcido --
(53) para el compuesto 45, condujo, a Coxbn y Hall160 a es
tablecer para esta sustancia (45) una conformacibén interme
dia entre 51 y 53 pero mds prdoxima a 53 y a concluir que =
la fusidn cis-de un acetal ciclico 1,2, fuerza al anillo -

de D-glucopiranosa a desviarse de la conformacidn silla --

normal (50).

Existe una considerable controversia sobre la influen
cia que ejerce un anillo acetélico de cinco miembros fusio
nado en cis a un anillo piranoide, sobre la conformacién -

160,174,178-182

del anillo piranoide . A la vista de los re-

sultados obtenidos en el estudié de la estructura cristali
na de algunos de estos derivados”9 hay que admitir que la
asignacién de‘conformaciones torcidas, como 53, basadés en
medidas de constantes de acoplamiento, necesitan revisidn.
Las constantes de acoplamiento medidas en los espectros de
45 (Tabla IX) son explicables admitiendo que la molécula -
tiene una conformacién silla muy distorsionada por la pre-
sencia del anillo acetélico de cinco miembroé fusionado en
cis, como 54. Con el fin de elucidar la conformacidn de 53

definitivamente y determinay,  inequivocamente la configu

racibén absoluta del carbono portador del grupo ciano se es
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tad estudiando, actualmente, la estructura cristalina de es

ta sustancia en el Instituto de Quimica Fisica del C.S.I.C.

CH,0Ac
AcO o
AcO
o]
CH3; C:=N
54
~

La segunda fraccidn eluida F-2 Glc CNAg, se comportd
cromatograficamente como una sustancia pura. Contrariamente
a lo ocurrido en el producto F-1 Glc CNAg su espectro IR -
(fig. 19) mostré una banda a 2.130 cm—'l asignable a la vi-
bracién de tensidn de un enlace mGltiple carbono-nitrégeno.
Su espectro de masas indicd una masa molecular de 357 u.m.
y mostrd un pico M-26 (p&rdida de CN)Vy las fragmentaciones
tipicas de un glicdsido tetracetilado. El espectro RMN en
cloroformo-d (fig. 20) presentd cuatro singleﬁes a 2.01,
é.q3, 2.07 y 2.11 ppm (integral total doce protones) asig-
nables a los protones metilicos de cuatro acetoxilos y, a
campo m&s bajo, un conjunto de senales atribuibles a los -
protones del anillo de glucopiranosa que se asignaron del
modo siguiente: el doblete a §5.53 se asigné al protdn ano

mérico H-1 (J 5.0 Hz); dos dobletes centrados a 5.44 se

1,2

adscribieron al protdén H-3 (J 9.0 Hz, J 9.5 Hz); el

2,3
triplete a 5.07 se asignd el protén H-4 (J

3,4

4,5 9.5 Hz); el

cuadruplete, pércialmente solapado a 4.89 se asignb al pro

tén H-2; el conjunto de sefiales entre 4.40 y 4.00 se asig-
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nd a los protones H-6, H'-6 y H-5. La irradiacidn de la se
nal asignada al protdn H-5 convirtid® en un doblete la se--

nal atribuida al protén H-4 confirmando la asignacidn.

La consideracidn de las constantes de acoplamiento me
didas en este espectro conduce a atribuir a la sustancia -
F-2 Glc CNAg una estructura de a—g-glucopiranésido perace-
tilado en conformacidn 4C1 Yy sus espectroé de masas e in--

frarrojo llevan a asignar a este producto la estructura de

CH,0A
AcO 20Ac |
AcO
OAc
N=C
55

isocianuro de 2,3,4,6—tetra—g-acetil-a—g-gluCOpiranésilo -

(?5). L.a caracterizacidén de la sustancia como un isonitri-
lo se basa esencialmente, en el pico molecular m/e357 en -
el espectro dé masas, las fragmentaciones, similares'é las
de un nitrilo (ver mas adelante en el caso del cianuro de

2,3,4,6—tetra—9—aceti1—B-g—galactopiranésilo (38), aparta-
do 2:3.3. pag. 113), pero con los iones correspondientes a
fragmentaciones en que se conserva el grupo ciano ausente

o de muf pequena intensidad y en la aparicidn de una banda
aguda,de intensidad media, a 2.130 cmnl, ausente en los ni

trilos correspondientes.
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La sustancia F-3 Glc CNAg, presentd también en su es-
pectro IR una banda aguda de intensidad media a 2.150 cm_l
(fig. 21). Su movilidad cromatografica en capa fina fué, -
en un gran nGmero de eluyentes, précticamente la misma que

la del cianuro de 2,3,4,6—tetra—gfacetilFB—Q—glucopiranési-

lo (44) ( »tenido previamente en la reaccidn de acetobromo--

CHZ20AC
AcO (¢}
AcO C=N
OAc
a4

glucosa con cianuro merclrico en nitrometano. Su espectro -
RMN (fig. 22) fué también muy similar al del compuesto 43.

El espectro presentd sehales correspondientes a los proto--
nes de los grupos metilo de cuatro acetoxilos a §2.00 (tres
protones), 2.02 (tres protones) y 2.10 (seis protones). A -
campo mis bajo el espectro mbstré un conjunto de senales no
analizadas y centrado a 5.14 (integral total 3H) un doblete

a 4.78 (J 9.0 Hz), un octuplete AB tipico del sistema --

1,2
ABX, H-6, H'-6, H-5, centrado a 4.17 (J , 12.7 Hz, J -
6,6 5,6
4.5 Hz, J5 6'2‘7 Hz); y .un multiplete ancho 3.72, asignado
14

a un protdén H-5. La aparicidén de la banda a 2.150 cm-'1 en -

el espectro IR y la gran analogia del espectro de RMN con -
el del ciano derivado 44 conduce a asignar a ésta sustancia,
provisionalmente, la estructura de isocianuro de 2,3,4,6-te

tra-g—acetil-B—Q-glucopiranoSilo (56)
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CH,0Ac
AcO (o}

AcO N=C

Los resultados obtenidos en la reaccidén de condensa--
cién de acetobromoglucosa cﬁn cianuro de plata en xileno --
pueden resumirse diciendo que aparte de la 3,4,6—tri;g-ace-
til-l,z-(l-ci;noetiliden)-a-g—glucopiranosa (25) descrita -
previamente, se forman dos isonitrilos que se describen por
primera vez a los que se asignan las estructuras de isocianu
ro de 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a-D-glucopirandsilo (5§) e iso

cianuro de 2,3,4,6-tetra-g-acetil—B—Q—glucopiranésilo (56) .

2.3.3. LA REACCION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL-qQ
-D-GALACTOPIRANOSILO (7) CON CIANURO MERCURICO EN -

NITROMETANO

La reacciénvdel bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D
galactopiranosilo (Z) con cianuro merclirico en nitrometano
ha sido eétudiada‘breviamente por Helferich153. De acuerdo
con este autor, la reaccidn conduce al cianufo de 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-g-D-galactopiranosilo (38) con un rendimien
to del 40%. La estructura del compuesto 38 ha sido demoétga

da quimica y espectroscdpicamente por Coxonlss.
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En esta Memoria se ha estudiado la reaccidn en las --
mismas condiciones en un intento de aislar y caracterizar

el resto de los productos formados.

El ex&men cromatogrifico de la mezcla de reaccibén in-
dic6é que ésta se completa en 1 hr y que no hay alteracién
apreciable en los protones formados si la reaccidn se rea-
liza en este tiempo o en las 24 hr empleadas en el procedi
miento original de Helferich153. Por cristalizacidn direc-
ta de la mezcla de reaccidn se obtuvo el nitrilo §8. De --
acuerdo con la literatura, el espectro IR de 38 no mostrd
banda asignable a la vibracién C=N (fig. 23) § sus espec--

tros de RMN en cloroformo-d (fig. 24), acetona-d, y bence-

6
no-d6, estuvieron de acuerdo con la estructura asignada. -
Los valores de los desplazamientos quimicos de lqs proto--
nes de los grupos metilo de losnacetoxilos se dan en la Ta
bla VII. Los desplazamientos quimicos de los protones meti
nicos y metilénicos se indican en la Tabla VIII Yy lasicong
tantes de acoplamiento en la Tabla IX. Su espectro de masas
. presentd el ibn molecular m/e 357 y las fragmentaciones --
normales de un glicbsido peracetilado estando presehtes -

los picos correspondientes a iones que conservan la agrupa

cién CN.

La mezcla de réaccién, una vez separado por cristali-
zacidn el producto 38, se fracciond cromatogréficamente en
columna. Tras una muy laboriosa manipulacibén se separaron
tres fracciones que se denominaron F-1 Gal (CN)ZHg, F-2 Gal

(CN)ZHg y F-3 Gal (CN)ZHg.
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La fraccidn F-1 Gal (CN)2Hg estuvo constituida por un
producto puro. El espectro IR de este producto no mostré -
banda alrededor de 2.150 cm . Su espectro de RMN a 100 --
MHz en cloroformo-d (fig, 25) presentd, a campo alto, un -
singlete a 6§1.84 ppm (integral total tres protones) y sin-
gletes a 2,10, 2.05 y 2.03 (integral total nueve protones).
La comparacidn de esta regidn del espectro con la del espec
tro de lé 3,4,6—tri-95acetil-l,2~97(l-cianoetilidén)—a—g——

glucopiranosa (45) (fig. 16) indicd la existencia de una
agrupacidén similar en ambos compuestos. A campo mads bajo -
el espectro presentd un doblete a §5.85, atribuido al pro-

t6én anomérico (J 5.0 Hz), un doblete de dobletes a 5.37

1,2
asignado al protdn H-4 (J3 4 3.5 Hz, J4 5 1.7 Hz), un doble
7 14

te de dobletes a 4.96 adscrito al protdén H-3 (J 3.5 Hz,

3,4

J2 3 7.0 Hz) y una senal compleja (integral total cuatro -
14

protones) que se analizb del modo siguiente: un doblete de

dobletes 'a 4.31 se asignd al protdn H-2 (J 5.0 Hz,

1,2 72,3
7.0 Hz) y las restantes sefiales constituyeron un sistema -
AZB formado por los protones H-6, H'-6 y H-5. La naturale-
za de la reaccidn, la ausencia de banda alrededor de 2.100
cm ~ en el espectro IR y el andlisis del espectro de RMN -
conducen a asignar al producto aislado en la fraccién F-1
Gal (CN)ZHg la estructura de 3,4,6-tri-O-acetil-1,2-0-(1--
cianoetilidén)-a-D-galactopiranosa (57). Esta sustancia --

(57) se describe por primera vez en esta Tesis.
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A0 h,0ac
0
AcO
o>z\
C:iN
CH3
57

~

Las constantes de acoplamiento medidas en el espectro
RMN de 57, indican que la fusién 1,2 cis del anillo acetéa-
lico de cinco miembros al ciclo de D-galactopiranosa produ
ée también en este caso una distorsidén del ciclo de seis -
miembros haciendolo mé&s plano en los enlaces C-1, C-2, C-3.
El espectros puede interpretarse sin necesidad de admitir
una distorsidén mayor hacia una conformacidn bote torcido

o bote.

La fraccidn F-2 Gal (CN)2Hg no fue pura crqmatogréfi—
camente. El espectro RMN de la fraccién bruta mostré6 la --
presencia de una mezcla del producto ?7 y otro derivado de
galactosa con configuracidn anomérica a. La estructura de

esta sustancia no ha sido aGin establecida.

La fraccién F-3 Gal (CN)ZHg, estuvo practicamente cons
tituida por cianuro de 2,3,4,6-tetra—97acetil-B-g-galacto—

piran6silo (38).
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En resumen, en la reaccibn de condensaCiSn de aceto--
bromogalactosa (Z) con cianuro mercfirico en nitrometano se
forman, ademés del cianuro de 2,3,4,6—tetra—gfa¢etil-8—2--
galactopiranbsilo (3§) descrit0153, producto mayoritario de
la reaccibn, otras sutancias. La m&s importante de estas se
caracteriza como 3,4,6-tri-O-acetil-1,2-0-(l-cianoetilidén)

—a—g-galactopiranosa (57) .

2.3.4. LA REACCION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL-0O
-Q—GALACTCPIRANOSILO (7) CON CIANURO DE PLATA EN XI

LENO

La reaccidn del bfomuro de 2,3,4,6—tetra-gfacetil-u—2
galactopiranésilo (Z) con cianuro de plata en xileno no =--
cuenta con antecedentes. La cristalizacién directa de la -
mezcla de reaccidn didé lugar a un producto, con un rendi--
miento del 19%. El p.f. y el poder rotatorio de esta sus--
tancia fueron.muy pr6ximos a los encontrados previamente -
para el cianuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-f-D-galactopira-
nosilo (3§). Su espectro IR, sin embargo, presentd una -

1 (fig. 26) y -

banda aguda de intensidad media a 2.155 cm
su espectro RMN en cloroformo-d (fig. 27) presenté una dis
tribucién de senales practicamente idéntica a la del =--
producto 38 (comparense las figs. 24 y 27). El espectro -
presentd dos dobletes centrados a § 5.43 ppm asignados

al protdn H-2 (J

9.0 Hz, 10.0 Hz) y, solapados, --

1,2 92,3
con ellos un cuadruplete a 5.42 asignado a un protdn H-4 -
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(J 3.2 Hz, J 1.0 Hz); €l doblete de dobletes a 5.01
3,4 4,5

-se asigné al protdén H-3 (J 10.0 Hz, 3.2 Hz) y el -

2,3 J3,4
doblete a 4.80 se adscribid al protdn anomérico H-1 (J

1,2

9.0 Hz); las senales a campo mds alto constituyeron un sis
tema A2B, como en el caso del nitrilo §8 Yy se asignaron a

los protones H-6, H'-6 y H-S. En la regidn en que absorben
los protqnes de los grupos metilo de los acetoxilos el es-
pectro present6 cuatro singletes a §1.97, 2.03, 2.10 y ~--
2.15. La finica diferencia importante entre los espectros -
dei nitrilo_§8 y el producto aislado en esta reaccién es--.
trib6 en el desplazamiento guimico de la sefial asignada al

protén H-1 (0.5 ppm a campo mas bajo en el espectro del =--

nuevo producto).

El espectro de masas de esta sustancia presentd el
ién molecular, m/e 357, y las fragmentaciones tipicas de -
un galactopiranésido peracetilado estando ausentes o en -
mu§ pequenia proporcidn los iones correspondientes a fragmen
taciones en gue se conserva la agrupacidn CN, siendo esta
la diferencia fundamental entre éste espectro y el del ni-
trilo 38. Estos resultados llevan a asignar a esta sustan-
cia una estructura de isocianuro de 2,3,4,6—tetra—9{acetilf

-B-D-galactopirandsilo (58).
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Ac
CH,0Ac
0
AcO N=C
OAc
58

La separacibn cromatografica del resto de la mezcla de
reaccibn fué muy dificil, laboriosa y no condujo a produc-
tos puros. Si fue posible obtener, sin embargo, una prime-
ra fraccidn constituida por una mezcla de dos sustancias,k de,
préacticamente, el mismo Rf. El espectro de RMN de esta mez
cla (fig. 28) fué una superposicidén del espectro de la 3,-
4,6-tri-O-acetil-1,2-0-(1l-cianoetilidén)-a-B-galactopirano
sa (§7), aislada en la reaccidn de la acetobromogalactosa
con cianuro mercfirico en nitrometano, (apartado 2.3.3. --
pdg. 113) y otra sustancia. En efecto, las sefales a 64,31
4.97, 5.37 y 5.85 fueron idénticas a las observadas en el

espectro de 57, y del mismo modo, la sefial a 1.84 coincidid
con la asignada a los pfotones metilicos en el anillo de -
cinco miembros de 57. Respecto a la estructura de la sus--
tancia que impurifica a ?7 en la mezcla reaccidn no puede
hablarse en el eétado actual de la investigacidén. La mez--
cla de reaccidn, contiene ademés otros productos que no ..-

han podido aislarse.

Como resumen puede concluirse que en la reaccidn del

bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-galactopiranosilo --
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(Z) con cianuro de plata en xileno se forma isocianuro de
2,3,4,6—tetra—9—acetil—B—g-galactopiranosilo (5§), 3,4,6-

tfi-g—acetil-l,Z-Q-(l—cianoetilidén)-a—g-galactopiranosido
(52) y otros productos cuya estructura no ha podido aln es

tablecerse.

2.3.5. LA REACCION DEL BROMURO DE 2,3,4,6—TETRA—9fACETIL—a
-~D-GLUCOPIRANOSILO (18 CON CIANURO MERCURICO EN NI

TROMETANO.

La reaccidn de acetobromoglucosa con cianuro mercliri-
co en nitrometano ha sido estudiada previamente por Coxén
y Fletcherllz. De acuerdo con estos autores, en la reaccidn
se forman la 3,4,6-tri—Q—acetil—l,2-9—(l—cianoet%lidén)—a—

D-glucopiranosa (45) y cianuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B

-D-glucopiranosilo (44).

Cc HzOAC
AcO 0
AcO C:=N
OAc
44

En esta Memoria, la referida reaccidn no ha sido estu
diada y la repeticidén de la misma ha estado dirigida exclu
sivamente a la obtencidn del producto 43 y su estudio por
métodos espectroscdpicos con el fin de obtener datos gque -

apoyen la asignacidn de la estructura de isocianuro de 2,3,
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4,6-tetra-O-acetil-g-D-glucopiranosilo  {56) al producto F-3
Glc CNAg aislado en la reaccidn de acetobromaglucosa con -

cianuro de plata en xileno (ver p&g. 110) .

El espectro IR del nitrilo 44 no presentd banda a 2.150
cm-1 (flg. 29). Su espectro de RMN en cloroformo-d (fig. 30)
‘presentd singletes a 6§ 1.98 (tres protones), 2.00 (tres pro
ténes y 2.08 (seis protones). A campo mds bajo el espectro
presentd un conjunto de senfiales centradas a § 5.16 (inte--
gral total 3 ‘protones), atribuido a los protones H-2, H-3 y
H-4, que no pudo analizarse; un doblete a 4.30, asignado al

protdén H-1 (J 9.0 Hz) parcialmente solapado con el octu-

1,2
plete AB del sistema ABX formado por los protones H-6, H'-6
y H-5; el octuplete AB se asigndé a los protones H-6 a 4.24

y H'-6 a 4.09 (J 5.1 Hz,

+ 2.7 Hz, 13 Hz); el -

5,6 Is 6 Je,6"

multiplete a 3.68, se asignd al protdn H-5.

La comparacién entre este espectro (fig. 30) y e} de -
la substancia F-3 Glc CNAg (fig. 22) obtenida previamente,
mostrd las mismas diferencias encontradas entre el espectro
del cianurovde 2,3,4,6—tetra—9facetilée-g-galactopiranosilo
(3§) (fig. 23) y el isocianuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-
D-galactopiranosilo (5§) (fig. 26). En ambas series, el pro
ton anomérico en el ciano derivado aparece unas 0.5 ppm a -

campo mds alto que en el isociano derivado.
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2.3.6. DISCUSION

De los resultados obtenidos en las reacciones de aceto
halégeno azficares con cianuros metdlicos, descritas en los
pérrafos anteriores, parece deducirse que, independiente--
mente de la naturaleza de la hexosa estudiada, la reaécién
en un medio poco polar da lugar a la correspondiente 1,2-0
-(l-cianoetilidén)-oa-hexopiranosa peracetilada (12). El -
aislamiento, sin embargo, de los fB-isonitrilos (69), obte
nidos por primera vez en el presente trabajo, parece indi- -
car que la formacidn del ibn aciloxonio 15 wviene inicia-
da por ataque del par de electrones no compartido del ni--
trégeno del cianuro metdlico sobre el carbono anomérico vy
posterior ataque del oxigeno carbonilico del grupo acetoxi
lo en C-2 sobre el mismo carbono segfin se indica en el es-
guema 11. El1 idn acetoxonio 1§ puede reaccionar con idn -
¢ianuro dando la correspondiente 1,2—9—(1-cianoeti1idén)—a
-hekopiranosa peracetilada (12) o con un alcohol presente
en el medio para dar el correspondiente B-glicdsido (6})

o el ortoester (65). Como evidencia de que la reaccidn -
transcurre a partir del B-isonitrilo se puede aducir que
en la reaccidén de acetobromogalactosa con cianuro deAplata.
en xilenb, con tiempos de reaccibn relativamente cortos, -
el producto obtenido en mayor cantidaa es el B-isonitrilo
correspondiente. (5§), que lo mismo} ocurre en la reaccidn
de acetobromoglucosa en las mismas condiciones y que por -

tratamiento del R-isonitrilo (58) con cianuro de plata en
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xileno se forman, entre otros productos, uno cuya movili-
dad cromatogrdfica coincide con la de la 3,4,6-tri-O-ace--

til—l,2—9—(l—cianoetilidén)-a-gfgalactopiranosa (57).

CH20Ac ' CH,0Ac

AcO O n:-c AcO o
OAc OAc
0
OAc 0_J.C:N
CH,
58 57
~ ~

La formacidén del a-isonitrilo (6§) en estas condicio-
nes, aislado en la reaccibén de acetobromoglucosa con'ciang
ro de plata puede explicafse dentro del mismo esquema por
anomerizacién del B-isonitrilo (69) a la temperatura de -

ebullicibdn del xileno.

La reaccifn en disolventes polares da lugar, preferen
temente a los B-nitrilos (1§), formados probablemente a -
partir del ibn carbonio 1§ formado en la solvolisis del co
rrespondiente bromuro (esquema 12). Este idn carbonio,}pug
de en presencia de un alcohol dar la mezcla de a y B glicd
sidos (6§)'y (6§). El hecho de que tanto en el caso de 1la

acetobromoglucosa como en el de la acetobromogalactosa no -
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'se hayan aislado mis que los B-nitrilos,ky que en ambos ca
sos se formen también cantidades menores de las correspon-
dientes 1,2-0-(l-cianoetilidén)-a-hexopiranosas acetiladas
(12), puede interpretarse aduciendo que tambié&n en el idn
carbonio 13 es posible un ataque del oxigeno carbonilico -
del acetoxilo en C-2 sobre ei carbono anomérico para dar -
el i6n aciloxonio 1§ que en presencia de- cianuro daria lu-
gar al 1,2-0-(l-cianoetilidén) derivado (lz) Yy en presen--
cia del alcohol daria lugar al g-glicdsido (63) y/o al ok
toester (63). El  B-glic6sido (6%) puede, pues, formarse -
en principio por cualquiera de las dos rutas resenadas --
mientras el o-glicbésido puede hacerlo sbdlo por la primera

indicada.

Lo que se acaba de exponer estad de acuerdo con los re
sultados experimentales. Es neéésario no obstante un estu-
dio méds detallado de los productos formados en las distin-
tas reacciones estudiadas que permita establecer sin émbi—
guedades la ruta que siguen las reacciones de glicosilacién
catalizadas por cianuros met&licos y encontrar las condi--
ciones adecuadas para dirigir la reaccién en la direccidn

deseada.

2.3.7. DESACETILACION DE LOS CIANO DERIVADOS

. . . 183 .
En una comunicacidn reciente , se ha descrito que -

la desacetilaci6n con metdxido sédico en metanol, de los -
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nitrilos obtenidos en la reaccidn de acetobromoglucosa (%8)
y acetobromogalactosa (7) con cianuros metdlicos no condu-
ce'a.los eéperados ciano derivados desacetilados. Es parti
cularmente sorprendente que en esta publicacibn se sigue -
asignando la estructura de cianuro de 2,3,4,6-tetra—9-ace-
til-B-D-glucopiranosilo (34) al producto descrito con tal

estructura primeramente por Buerger159 y .posteriormente ca
racterizado por Coxon112 como 3,4,6-tri-O-acetil-1,2-0-(1-

cianoetilidén)-a-D-galactopiranosa (45). La desacetilacibn
183

del producto 45 conduce, de acuerdo con la publicacidn ’

CH,0Ac CH20Ac
O, c:=N 0
OAc OAc
AcO AcO o
OAc o \}« C:zN
~ CHs
g; 45

a una sustancia cristalina a la que asigna la estructura -

67, y que por reacetilacidn conduce al ester §8.

CH20H CH,0Ac

0 v -0
OCH; | CO,CH3
OH OAc
HO N AcO
0_77£_QH OAc
CHj
67 68
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Por otra parte, la desacetilacidn del cianuro de 2,3,
4,6-tetra-O-acetil-g-D-galactopiranosilo (38) da lugar a -
una sustancia que por hidrdlisis alcalina conduce a un pro

ducto caracterizado como la sal sb6dica 69.

 CH20Ac CH20Ac
Acﬁ'j—o C:N HO O, cOzNa
OAc OH
OAc . OH
38 69

En nueséras manos la desacetilacidn del cianuro de 2,
3,4,6—tetra~9—acetil—B—g—galactopiranosilo (}?) con metdxi
do sbdico en metanol, tanto en las condiciones de concentra
cibén y temperatura descritas por Helferich183 como en las
m&s suaves empleadas rutinariamente para desacetilaciones
en esta Memoria, condujb a un producto que no se consiguid
cristalizar. El espectro IR de esta sustancia (fig. 31) =--
mostrd la presencia de grupos hidroxilo libres y la exis--
tencia de un grupo ester en la molécula y el espectro.de -
RMN (fig. 32) presentd un singlete a §3.79 (integral total
tres protones) asignable a los protones de ﬁn grupo ester
metilico y la ausencia de protones metilicos asignables a
los grupos acetoxilo. La reacetilacidn de esta sustancia -
en las condiciongs usuales did lugar a un producto crista
lino cuyo espectro de RMN en cloroformo-d (fig. 33) mostrd
las sefales correspondientes a los protones metilicos de -
cuatro grupes acetoxilo a § 1.96, (tres protones), 2.01 --

(seis protones) y 2.14 (tres protones), Yy un singlete - -
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Fig. 32 - Espectro de RMN a 100 MHz del producto de desacetilacion del cianuro de 2,3,4,6 -tetra - Q- acetil -
- D - galactopiranosilo (38).(D,0)
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a 3.73 (tres protones) asignado a los protones metilicos -
de un grupo carboximetilo. A campo m&s bajo el espectro --
presentd un cuadruplete a 5.45, asignado al protdn ecuato
rial H-4 (J 3.2 Hz, J 1.0 Hz); otro cuadruplete, par
3,4 4,5 =

cialmente solapado con el anterior a 5.38, asignado al pro
tén H-2 (J 10.0 Hz, J 9.7 Hz); y un tercer cuadruple
2,3 1,2 =

te a 5.10, adscrito al protdn H-3 (J 10.0 Hz, 3.2.

2,3 73,4
Hz). Entre 3.60 y 4.30 resonaron los protones H—6,-H'-6, -
H-5 y el protdn anomérico H-1l. Los tres protones H-5, H-6

y H'-6 aparecieron como un sistema A,B que analizado did

los siguientes resultados: los protones H-6 y H'-6, apare-
cieron a 64.12 y el protdn H-5 a 3.95,(J5 ¢ 6.7 Hz). Entre
estas sefiales aparecid el protdén H-1 como un doblete a ==

4.00 (3 9.7 Hz).

1,2

Estos resultados estidn de acuerdo con una estructura
de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-l-carboximetil-1-desoxi-B-D-ga--
lactopiranésido (70).

CH20Ac
AcO O_ CO,CH;

OAc

OAc

Andlogamente, la desacetilacidn de 3,4,6-tri-O-acetil
-1,2-0-(1l-cianoetilidén)-0-D-glucopiranosa (45, en las mis

mas condiciones, did lugar a un producto, que no pudo cris
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talizarse, cuyo espectrolIR (fig. 34) indicd la presencia de
grupos hidroxilo libres y de un grupo ester. Su espectro -
‘de RMN en agua deuterada (fig. 35) mostrd un singlete a -
§1.72 (tres protones) asignado a los protones metilicos --
del grupo cianoetilidén, otro singlete a 3.70 asignado a =
los protones de un grupo carboximetilo, y un doblete a --

5.76, asignado al protdn anomérico (J 5.0 Hz). La reace

1,2
tilacidn del producto condujo, con rendimiento pr&cticamen
te cuantitativo, a una sustancia cristalina cuyo espectro

IR indic6 la ausencia de grupos hidroxilo libres. Su espec.
tro de RMN en cloroformo-d (fig. 36) fué muy similar gl de
la 3,4,6-tri-O-acetil-1,2-0- (1-cianoetilidén)-d—g-galactg
piranosa‘(§5) (comparense con la fig. 16 p&g. 102). El es-
pectro presentd el singlete correspondiente a los protones
metflicos del grupo cinoetilidén a 61.74 y los singletes -
de los grupos metilo de los acetoxilos a 2.06 (seis proto-
nes) y 2.08 (tres protones). A campo mds bajo el espectro

présenté un singlete a 3.76 (tres protones), asignado a --
los protones del grupo carboximetilo y las senales corres-
pondientes al anillo de glucopiranosa. El protdén anomérico
H-1 aparecib a 95.80 (3) 5 5.0 Hz); el protdén H-3 resond -
a 5.18 (J = J3’4 = 2.5 Hz); el protdn H-4 aparecié a -—-.

2,3

4.89 (J 2.5 Hz, 9.0 Hz, J 1.0 Hz); el protbn --

3,4 Ja,5 2,4
H-2 aparecid a 4.35 y los protones H-6, H'-6 y H-5 apare-

cieron a 4.20 y 4.02, como un sistema A,B (J 6.6 Hz). -

2 5,6
Estos hechos estan de acuerdo con una estructura de 3,4,6-
tri-O-acetil-1,2-0-(l-metoxicarboniletilidén)-a~D-glucopi-

ranosa (71).
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Fig. 35 -~ Espectro de RMN a 100 MHz del producto de desacetilaciéon del 3,4,6 -tri-0- acetitl~1,2-0 (1~
cianoetilidén ) - o« - D~ glucopiranosa (45) (D,0)
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CH20Ac

OAc
AcO 0

°‘{-COZCH3

CHs

A la vista de estos resultados parece evidente que du
rante la.desacetilacién de 38 y 45, catalizada por metdxi-
do sddico tiene lugar una adicidén de metanol al triple en-
lace C=N y formacidén inmediata de los correspondientes es-

teres metilicos tal como se indica en el esquema 13,

ESQUEMA 13

CH20Ac CH20H CH,0Ac
AcO O C:N HO O, co,CH, AcO O, CO,CHy
NaOMe _ﬂ_zg
OAc Me OH OH Pird OAc
' OAc OH OAc
38 72 70
CH, 0Ac CH20H CH20Ac
0 ) o)
Na O Me AC20
OAC MeoH OH P"d OAC
AcO 0 HO o AcO )
‘\}“ C:N oj["cozc"'a ° \}“COzCHs
CH3 CHj CH,
45 73 71
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3. PARTE EXPERIMENTAL
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3.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES

Las evaporaciones se realizaron a presidén reducida vy

temperaturas inferiores a 50° C.

La separacidn y purificacién de las sustancias obteni
das se llevd a cabo por cromatografia en columna sobre gel
de sflice Merck (70-230 mallas), y/o por cromatografia en -
capa fina preparativa sobre'placas de gel de silice G Merck
de 1lmm de espesor; en el filtimo caso, las manchas se hicie-
ron visibles con vapores de 12 que se eliminaron f&cilmente
por calentamiento y/o por exposicidn a la luz U.V. Los elu-
yentes empleados se indican en cada caso.

La pureza dé los productos se comprobd por cromatogra
fia en capa fina sobre placas de gel de silice G Merck de -
0.25 mm de espesor detectando las manchas por pulverizacibn
con una disolucibn al 10% de SO4H2 en metanol y posterior -

carbonizacibén, o por cromatografia en papel, utilizando 1la
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técnica descendente; se empled papel Whatman n° 1 y las man

chas se hicieron visibles con NojAg alcalin0184. Se utiliza
ron los eluyentes que se indican en el lugar correspondien-

te.

Los puntos de fusibén se determinaron en tubos capila-
res en un aparato Buchi y/o en un Kofler. En ambos casos, -

esté&n sin corregir.

Los poderes rotatorios se midieron en un polarimetro

Perkin-Elmer 141, usando luz amarilla de sodio.

Los espectros IR se registraron como pastilias de BrK
6 en disolucidn de C14C en un espectrbgrafo Perkin-Elmer, -

modelo 457, operando entre 4.000 y 600 cm_l.

Los espectros de RMN se registraron en los disolven--
tes indicados en cada caso usando TMS como standar interno

en un espectrdmetro Varian XL-100, operando a 100 MHz.

Los espectros de masas se registraron sobre muestras -

s6lidas en un espectrdmetro Perkin-Elmer RMU-6MG.

-~
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3.2, ACETILACIONES PARCIALES DE LA 1,6-ANHIDRO-B-D-GALACTO
PIRANOSA (10) y 2-0-ACETIL-1,6-ANHIDRO-B-D-GALACTOPI-
RANOSA (11). ESTUDIO DE LAS REACTIVIDADES RELATIVAS -

DE LOS GRUPOS HIDROXILO.

La 1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (%0) y la 2-Q-ace-
til-1, 6-anhidro-8-D-galactopiranosa (%l), se prepararon de
~acuerdo con los esquemas 1 y 2 (pags. 25 y 35), su prepara
cidn y las reacciones de acetilacidn parcial de ambos com-

puestos se describen a continuacidn.

3.2.1. BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL-0-D-GALACTOPIRANO

SILO (7)

A 100 ml (1.05 moles) de anhidrido acético a 0°C se,
anadieron 'gota a gota 0.6 ml de &cido perclérico del 60-70%
La solucibdn se dejd hasta alcanzar la températura ambiente

y se adicionaron con agitacidén 25 g (0.13 moles) de D-galac
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tosa a una velocidad tal que la temperatura se mantuviese
entre 30 y 40°C. Terminada la adicibén se enfridé a 20°C, -
se aﬁadierﬁn 7.5 g de f6sforo rojo, 14.5 ml de Br, y 9 ml
de H20 agitando y sin que la temperatura se eleva;a, en -
ninguna de las adiciones, por encima de 20°C. La mezcla -
de reaccibn se dejd eétar durante dos horas a temperatura
ambiente, pasadas las cuales se adicionaron 60 ml de clo-
roformo y se filtrd a vacio. La 'solucidn clorofbérmica se
lavd sucesivamente con dos porciones, de 200 ml y 75 ml -
respectivamente, de agua a 0°C, se anadid sobre 125 ml de
una solucidn saturada de bicarbonato sbdico y se secd so-
bre &cido silfcico. La solucidn seca se concentrd hasta -
dar un sirupo amarillo que se tratd con 125 ml de una mez
cla de éter de petrdleo - &ter 2:1 con lo que se convirtid
en un sblido blanco que se recristalizb de éter y se secd
‘ ' 185

a vacid sobre NaOH. Rend. 37 g (80%), p.f. 83-86°C (Lit.

p.f. 88-89°C).

3.2.2, 1,6-ANHIDRO-B—£— GALACTOPIRANOSA (10)

*
A una solucidn de 42.8 g de fenolato potésico seco

en 428 g de fenol fundido, se anadieron con fuerte agita-

* E1 fenolato potdsico se prepard por neutralizacidén de fe
nol con una cantidad estequiométrica de hidrdxido potésico
en solucidn acuosa. Se obtuvo seco eliminando el agua por
destilacidén azeotrdbpica con benceno.



155

cidén, 65 g (0.20 moles) de bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-ace
til-oa-D-galactopiranosilo (2) y la mezcla se mantuvo en -
estado liquido a temperatura ambiente durante dieciséis -
horas. Al cabo de este tiempo, la mezcla de reaccidn se -
tratd con una solucidn fria de 254 g de hidrdxido potési-
co en 2.540 ml de agua y se extrajo inmediatamente con -
tres porciones de 1.200 ml de benceno. El extracto se se-
cd sobre.sulfato magnésico y se concentrd en vacio hasta
la formacidén de una masa siruposa constituida por 2,3,4,6
-tetra-O-acetil-1-fenil-B-D-galactopirandsido (29) y res-
tos de fenol. A esta masa se anadidé una solucidén de 270 g
de hidrbéxido potéasico en 3.500 ml de agua y la mezcla se
calent6é a reflujo durante nueve horas. La solucidn asi ob
tenida se pasd a través de una columna de Amberlita IR -
120 (H+) para eliminar los iones potasio y el eluido se -
introdujo en una columna de Deacidite FFIP donde se retu-
vieron los restos de fenol y &4cido acético. La solucidn -
neutra se concentrd a presidn reducida. Se obtuvieron 15.5
g (50%) de 1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (19), qgue se -
recristalizé de etanol. P.f. 213-215°C (Lit.'38 p.f. 220-

221°C).

3.2.3. 3,4-0-ISOPROPILIDEN-1, 6—ANHIDRC—B—D—GALACTOPIRANO—

SA (22)

A una solucidn de 4 g (0.02 moles) de 1,6-anhidro-g-

D-galactopiranosa (10) en 400 ml de acetona anhidra se -
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anadieron 40 g de sulfato de cobre, y la mézcla de reac-
cidn se mantuvo a temperatura ambiente con agitacidén du-
rante 40 hr. Transcurrido este tiempo se filtr8 el sulfa-
to de cobre y la solucibn se concentrd a presidn reducida.
El residuo sblido se cristalizd de etanol. Rend. 4.5 g -

(928), p.f. 151-152°C (Lit.1>’ p.f. 151-152°C).

3.2.4. 2-9—ACETIL—3,4—Q-ISOPROPILIDEN—1,6—ANHIDRO—B—2—GA—

LACTOPIRANOSA (23)

Se disolvieron 4.5 g (0.02 moles) de 3,4-O-isopropi-
liden—B-g—galactopiranoéa (22) en 22.5 ml de piridina an-
hidra y se anadieron 22.5 ml de anhidrido acético. La mez
cla de reaccibn se dej6 estar una noche a temperatura am-
biente, se recogid, con agitaciéﬁ,sobre 500 ml de agua-hie
lo y el precipitado se filtr6 y se lavd con agua fria. El
acetil derivaéo se cristalizb6 de agua. Rend. 4 g (74%’, -

137

p.f. 133-135°C (Lit. p.f. 136-137°C).

3.2.5. Z-Q-ACBTIL—I,6-ANHIDRO*B—Q—GALACTOPIRANOSA (11)

Una solucidn de 4.0 g (0.02 moles) de 2-O-acetil-3,4
-0-isopropiliden-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (23) en
40 ml de &cido acético al 20% se calentd dos horas y me--

dia a 90-100°C. A continuacidn la mezcla de reaccidn se -
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evapord a sequedad y se eliminaron los restos de &dcido acé
tico por adiciones y eliminaciones sucesivas de tolueno. -
Ei residuo.sélido se recristalizo de etanol. Rend. 3.0 g -
(90%), p.f. 110-112°C, (a2® - 4,02 (c, 1.12 c1 0w,

1 (v O-H), 1.740 cm-1 (vvC=O),otras

IR (BrK): 3.490 cm
absorciones a 1.375, 1.235, 1.130, 1.085, 1.055, 1.035, -

990, 930, 900, 880, 810 y 760 cm—l.

RMN (C13CD)(fig. 4): 83.20 (2H,protones hidroxilicos).
RMN (Cl3CD + D20): § 2.08 (3H, singlete, metilo acetoxilo);

3.61 (1H, cuadruplete, H-6exo, 7.5 Hz,

J6exo,6endo J5,6exo
5.0 Hz); 3.92 (2H, multiplete, H-3 y H-4); 4.24 (1H, doble

te, H-6endo, 7.5 Hz); 4.41 (1H, triplete, H-5

J6exo,6endo

J4,5 4.5 Hz, JS’GeXO 5.0 HZ); 4,77 (1H, trlpletez H-Z, -
Jl,z = J2'3 =~ 1,3 Hz); 5.36 (1H, triplete, H-1, Jl'2 o~ 31’3
= 1,3 Hz)

Anilisis: Calculado para C8H1206: c, 47.05, H, 5.92,.

Encontrado: C, 47.23. H, 5.92.

3.2.6. LA ACETILACION PARCIAL DE LA 1,6-ANH];;DRO—B—___12-GALAC-

TOPIRANOSA (10)

A una solucibén de 10.47 g (65 mmoles) de 1,6-anhidro-R

-D-galactopiranosa (10) en 100 ml de piridina se afadieron
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15.1 ml (164 mmoles) de anhidrido acético y la solucidn &«
se dejd estar a temperatura ambiente durante dieciseis ho
ras. Al cabo de este tiempo, la mezcla de reaccidn se ca-
lenté a 50°C durante una hora y se evapord a sequedad eli
minando los restos de la mezcla acetilante por adiciones
Y elimiréciones sucesivas de tolueno. La cromatografia en
capa fina (benceno-éter 1:1) del residuo obtenido (18 gq),
méstré cuatro manchas una de las cuales apareci6 ligera--
mente desdoblada. La mezcla se introdujd en una columna -
de gel de silice, que se eluyd con mezclas de benceno-éter.
Por elucidén de la columna con benceno-éter 5:3 se separd
el producto de mayor Rf que se identific6 con la 2,3,4 -
tri-g—acetil—l,6—anhidro—B-Q-galactopiranosa (12). Rend.

6.42 g (35%), p.f. 73-74°C, {a}g2 - 7.4°(C, 1.5 C1,CH).

115

(Lit. p.f. 73-74°C, {a}go - 6.5°).

1

IR (BrK): 1.760 y 1.740 cm ~ (v C=0), otras absorcio

nes a 1.370, 1.250, 1.220, 1.140, 1.040, 945 y 890 cm T.

RMN (C1,CD) (fig. 1): &8 2.00 (3H, singlete, grupo -
acetoxilo ecuatorial en C-4); 2.12 (6H, singlete, grupos
acetoxilos axiales en C-2 y C-3); 3.70 (1H, cuadruplete,

H-6exo, 7.5 Hz, 4.7 Hz); 4.31 (1H, do

J6eXo,6eﬁdo J5,6exo

blete desdoblado, H-6endo, 7.5 Hz); 4,43 (1H,

J6exo,6endo

muitiplete, H-5, 4.7 Hz); 4.72 (1H, cuadruplete,

Js5  6exo

H-2; J 1.0 Hz); 5.20 (2H, dobletes entre-

2,3 71,2
cruzados, H-3 y H-4); 5.39 (1H, doblete desdoblado, H-1,

1.5 Hz,

J 1.0 Hz).

1,2
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Andlisis: Calculado para C12H1608? Cc, 50.00,H, 5.59.

Encontrado: C, 50.11, H, 5.60.

Con benceno &ter 1l:1 se eluyeron dos productos (8.45
g) con valores de R, muy similares. Esta mezcla de produc
tos se fecristalizé repetidamente de éter etilico con -
unas gotas de hexano. Se consiguid asi un producto crista
lino que se caracterizd como 2,3-di-O-acetil-1,6-anhidro-
B~D-galactopiranosa (§). Rend. 4 g (25%), p.f. 114-116°C,
(32> - 0.5°(c, 2.02 caom . (nit.'t plg. 113-115°c, -

{a}go - 0.8°).

1 1

IR (BrK): 3.460 cm (v

(vVO-H), 1.750 y 1.740 cm
C=0), otras absorciones a 1.375, 1.235, 1.145, 1.060, -

1.040, 1.020, 930 y 880 em L.

RMN (C13CD + D20) (figs. 2a y 3a): 8§ 2.10 y 2.14 (6H,
singletes, metilos acetoxilos); 3.67 (1H, cuadruplete des

doblado, H-6exo, 7.5 Hz, 5.0 Hz); --

J5,6exo
4.17 (1H, triplete parcialmente solapado, H-4, J

J6exo,b6endo

3,4 5.5 -

Hz, J 4.5 Hz); 4.26 (1H doblete, H-6endo,

J6exo, 6endo
4.5 Hz,

4,5

7.5 Hz); 4.42 (1H, triplete, H-5, J J5 6exo

=~ 1,5 Hz):;

4,5

J1,2 2,3

3,4 22 Hz, J4 3% 0y 3 = Jd3 g

~ 1.5 Hz); 5.38 (1H, triplete, H-1, Jl 2 = J ~ 1.5 Hz).
. ’
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Andlisis: Calculado para C10H1407: c, 48.78, H, 5.73.

Encontrado C, 48.97, H, 5.51.

Por evaporacidn de las aguas madres de cristalizacidn
se obtuvo un producto siruposo que se caracterizdé como -
2,4-di-0O-acetil-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (9). Rend.

49 (25%), {a}2® - 8.7° (c, 2.15 c15cm).

IR (solucién de Cl,C): 3.615 y 3.570 em ! (v 0-B), -

1

1.740 y 1.760 cm ~ (v C=0), otras absorciones a 1.370, --

1.220, 1.135, 1.040 y 900 cm .

RMN (C1,CD + D,0) (figs. 2b y 3b): & 2.09 y 2.12 (6H,

singletes, metilos acetoxilos); 3.67 (1H, cuadruplete des

doblado, H-6exo, J6exo, 6endo 7.5 Hz, . J5,6exo 5.0 Hz); =~
4.10 (1H, multiplete, H-3, J3,4‘5.0 Hz, J1,3 o J2,3 = J3,5
~ 1,5 Hz); 4.38 (1H, doblete, H-6endo, 7.5 -

J6exo, 6endo
Hz); 4.48 (1H, triplete parcialmente solapado, H-5, Jy 5
14

4.5 Hz, 5.0 Hz); 4.79 (1H, triplete H-2,

J5,6exo J1,2

= J2 3 = 1.5 Hz); 5.00 (1H, triplete, H-4, J
14

4
5.0 Hz); 5.43 (1H, triplete, H-1, J = J

Ja,s 1,2 1,3 °

Hz) .

Anélisis: Calculado para C10H14O7: Cc, 48.78, H, 5.73.

Encontrado C, 48.88, H, 5.93.
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Por elucibn de la columna con éter se obtuvieron 0.3
g (3%) de 2-0O-acetil-1,6-anhidro-f-D-galactopiranosa (11),
que se identificd por comparacidn conbel producto obteni-

do por sintesis (ver apartado 3.2.5.).

Finalmente se eluyd, en muy pequefia cantidad otro =--
producto, cuyo espectro de RMN estd de acuerdo con la es-
tructura de 3-9—acetil-1,6—anhidro—B4Q—galactopiranosa --

(21).

RMN (Cl3CD + D20): § 2.12 (3H, singlete, metilo ace=
toxilo);3.68 (2H, multiplete, H-2, H-6exo); 4.32 (3H, mul
tiplete, H-4, H-5, H-6endo); 5.02 (1H, multiplete, H-3);

5.34 (1H, triplete, H-1).

.3.2.7. LA ACETILACION PARCIAL DE LA 2-0-ACETIL-1,6-ANHIDRO

i -B-D-GALACTOPIRANOSA (11).

A una solucidén de 0.30 g (1.47 moles) de 2-O-acetil-
1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (}i) en 2.8 ml de piridi-
na se agregaron 0.16 ml (1.62 mmoles) de anhidrido acético.
La mezcla de reaccidn se tratd como en el caso de la ace-
tilacidn parcial de la 1,6-anhidro-f-D-galactopiranosa --
(}0). La cromatografia en capa fina (benceno-éter 1:1) --
del residuo obtenidok(0.38 g) mostrd, junto a una pequena

cantidad del producto de partida, dos manchas una de las
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cuales aparecid ligeramente desdoblada. Por cromatografia
en columna sobre gel de silice de la mezcla, eluyendo con
benceno-éter 5:3, se obtuvieron 0.07 g (19%) de 2,3,4-tri
-O-acetil-1l,6-anhidro-B-D~galactopiranosa (1?). Con la -
mezcla benceno-éter 1l:1, se eluyeron 0.29 g (80%) de un

- producto cuyo espectro de RMN correspondid al esperado pa
ra una mezcla equimolecular de 2,3 y 2,4 di-O-acetil-1,6-
anhidro-é-Q—galactopiranosa (§ Yy g). Por cristalizacidn -
fraccionada de esta fraccidn en etanol o &ter etilico con
una gotas de hexano se obtuvo el 2,3—di-9—aceta£o (8) -

cristalino.

3.2.8. MIGRACION DE GRUPOS ACETILO EN'LA 2,3 y 2,4 DI-O--

ACETIL—I,6—ANHIDRO-B—Q—GALACTOPIRANOSAS. (8 y 9)

~ ~

3.2.8.1. POR ADSORCION EN UNA PLACA DE GEL DE SILICE

Se adsorbid sobre una placa de cromatografia en ca-
pa fina de gel de silice una muestra de 2,3—di—9-acetato
(§) puro y se dejd estar durante una noche, inmediafamen-ﬁ
te antes de desarrollar la placa con acetato de etilo se
adsorbid otra referencia de la misma'muestra.“ﬁavplaca se
desarrolld en acetato etilo; y se fevelé. La muestra que
habia perm;necido varias horas sobre la silice did lugar

a dos manchas de R muy similar, mientras la otra referen

£

cia mostrd una mancha finica.
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3.2.8.2. POR ADSORCION EN COLUMNA DE GEL DE SILICE

En una columna de gel de silice se introdujo una pe-
quena cantidad de 2,3-di-O-acetato (8) puro. Por elucidn
de la columna con benceno éter 1l:1 se obtuvo una mezcla -

de 2,3 y 2,4-di-0O-acetatos (8 y 9).

3.2.8.3. POR GEL DE SILICE EN SOLUCION DE CLOROFORMO

Una solucidn de 2,3-di-9—acétato (§) en cloroformo -
se agitd con silice durante varias horas, se filtrd y se
concentrd a sequedad. El residuo asi obtenido mostrd por
cromatografia en capa fina (acetato de etilo) dos manchas
con Rf iguales a los de la 2,3 (g) y 2,4-di-0-acetil-g-D-

galactopiranosa (9).

3.2.8.4. EN MEDIO ALCALINO

Una solucidn de 10 mg del 2,3-di-QO-acetato (§) puro,
en 0.2 ml de una disolucién de NaOH en etanol 0.1M se de-
j6 estar a temperatura ambiente. Por cromatografia en ca-
pa fina se observd la paulatina formacidén del 2,4-di-O---
acetato (9), hasta que ambos diacetatos se encontraron en

~

proporciones précticamente iguales.
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3.2.8.5. ESPONTANEAMENTE

Se dejaron estar a temperatura ambiente 1.5 g de 2,4
-di-O-acetato (9), practicamente puro por RMN (figs. 2b y
3b), en forma de sirupo. Transcurridos unos meses se obser
vd la aféricién de cristales en el seno del sirupo y se -
cristalizd de etanol obteniéndose 0.8 g de un producﬁo -
cristalino p.f. 114°C, que se identificd por RMN como el

2,3-di-0-acetato (g).

3.2.8.6. EN SOLUCION DE CLOROFORMO

Se registrd el espectro de RMN en C13CD del 2,4-di-0
-acetato (9) (figs. 2b y 3b), la misma muestra se volvid
a registrar a los nueve meses mostrando una mezcla equimo

lecular de 2,3 y 2,4-di-QO-acetatos (8 y 9).

3.2.9, ESTUDIO DE LAS REACTIVIDADES RELATIVAS DE LOS GRU-
POS HIDROXILO EN LA 1,6—ANHIDRO—B-Q-GALACTOPIRANO-

sa (10).

Se prepararén tres soluciones de 0.10 g (0.61 mmoles)
de 1,6-anhidro-8-D-galactopiranosa (10) en 1 ml de piridi
na y se les anadid 0.22 ml (l1.52mmoles de anhidrido acéti

co. La primera mezcla de reaccidn se mantuvo durante 16 hr
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a 0°C; La segunda, 16 hr a temperatura ambiente y la ter-
cera 16 hr a temperatura ambiente y una hr a 50°C. Las =--
mezclas de réaccién se recogieron, posteriormente sobre -
agua-hielo, se extrajeron separadamente con cloroformo, -
se lavaron con SO4H21N, CO3HNa Yy agua y se concentraron a

temperatura inferior a 30°C y a presidn reducida¥*.

Las proporciones relativas de 2,3 (§) y 2,4-di-0O-ace
til—l,6—anhidro—B-g—galactopiranosa (g) obtenidas en las
diferentes condiciones se dedujeron a partir de las inte- .
grales de las senales asignadas a los protones H-2 y H-4
del 2,4-di-O-acetato (9) y H-3 del 2,3-di-O-acetato (8) -
en los eépectros de RMN en C13CD de las mezclas de aceti-

lacidén (fig. 6).

2,3-di-0O-acetato 2,4-di-0-acetato
16 hr a 0°C 1 ‘ 6.2
16-hr a T amb. 1 6.5
16 hr a T amb. +
1 hr a 50°C 1 4.0

* Previamente se comprobd que este tratamiento de las mez
clas de acetilacidn no modificaba las proporciones de los
productos obtenidos en la reaccidn. Se registrd un espec-
tro de RMN de una mezcla de 2,3 di-O-acetato, 2,4 di-O-ace
tato y 2,3,4 triaacetato (8, 9 y 19), la mezcla se diluyd
en cloroformo, se sometid al tratamiento antes mencionado
y se -volvid a registrar el espectro de RMN. Las propor-
ciones de los compuestos deducidas de las integrales de -
las distintas senales en ambos espectros eran las mismas.
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3.2.10. ESTUDIO DE LAS REACTIVIDADES RELATIVAS DE LOS GRU
POS HIDROXILO EN LA 2-9—ACETIL—1,6—ANHIDRO—B—Q—GA

LACTOPIRANOSA (11)

Se prepararon tres soluciones de 0.10 g (0.44 mmoles)
~de 2-0O-acetil-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (1%) en 1 ml
de piridina y se aﬁadieron,.a cada una, 0.04 ml (0.48 ---
mmoles) ae anhidrido acético. Las mezclas de reaccidn se -
trataron de forma andloga a la descrita en el apartado an-

terior. De los espectros de RMN en Cl,CD (fog, 7) se dedu-

3
jeron las siguientes proporciones de diacetatos en las mez

clas de reaccidn:

2,3-di-0O-acetato . 2,4-di-QO-acetato
16 hr a 0°C 1 2
16 hr a T amb. 1 2

16fhr a T amb. +
"1l hr a 50°C 1 3



167

3.3. SINTESIS QUIMICA DE LOS DISACARIDOS 4-0-a- Y -B-D-GA

LACTOPIRANOSIL-D-GALACTOSA (1 ¥ 2) Y 3-0-q- Y -B-D--

GALACTOPIRANOSIL-D-GALACTOSA (3 Y 4)

"Con objeto de obtener disacaridos de galactosa con -
en laces glicosilicos o y B 1?3 y 1+4 se estudiaron las -
reacciones de condensacidén de Koenigs-Knorr de la 2,3-di-
O-acetil-1,6-anhidro-g-D~galactopiranosa (§), 2,4-di-0-ace
til-l,6—anhidro-B—g-galactépiranosa (9) y 2-O-acetil-1,6-

anhidro-B-D-galactopiranosa (7).

3.3.1. CONDENSACION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL
-a-D-GALACTOPIRANOSILO (7) CON 2,3-DI-O-ACETIL-1,6-

hi

-ANHIDRO—B-B—GALACTOPIRANOSA (8).

Una solucidn de 0.90 g (3.7 mmoles) de 2,3-di-O-ace-

til-l;6—anhidro-B—g-galactopiranosa (8) en 95 ml de nitro
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metano-benceno 1:1 se concentré hasta que destilaron 25 ml
del disolvente. La solucidén se enfrid6 a 40°C y se agrega--
ron 0.93 g (3.7 mmoles) de cianuro mercfirico y 1.48 g (3.7
mmoles) de acetobromogalactosa. La mezcla se agité a 40°C

y se siguib la reaccidn por cromatografia en capa fina --
(acetat‘ de etilo-benceno 5:3). Se adicionaron 0.47 g (1.8
mmoles) de cianuro mercfirico y 0.74 g (1.8 mmoles) de ace-
ﬁobromogalactosa a las 20, 28 y 40 hr de iniciada la reac-
cidén. Después de 50 hr la mezcla de reaccibdn se enfrid a -
temperatura ambiente, se diluyd con benceno, se lavé con -
bicarbonato s6dico al 5% y agua, se secd sobre SO4Mg y se
concentrd a presibén reducida. La cromatografia en capa fi-
na (acetato de etilo-benceno 5:3) del residuo obtenido -
(4.3 g) mostrd, junto a restos de acetobromogalactosa, la
presencia de un producto minoritario y dos productos prin-
cipales de movilidad muy similar. Esta mezcla se introdujé
en una columna de gel de silice que se eluyd con acetato -
de etilo-benceno (5:3). Se obtuvieron de este modo 0.54 g
(16% a partir de acetobiomogalactosa) del producto minori-
tario y 1.90 g (90.5%) de una mezcla siruposa de los pro--

~ductos prinéipales.

El producto minoritario se recristalizd de etanol y
se identificd como cianuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-
galactopiranosilo (38). P.f. 168-~169°C, {a};S + 35,6°C (C,

153

2.0 Cl,CH) (Lit. p.f. 168-169°C, {m}g2 + 37.2°C (C, 2.5

C13CH).
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La mezcla de los dos productos principales (1.90 g)
se disolvid en 78 ml de una mezcla de anhidrido acético--
dcido acético (7:3) conteniendo 1.6 ml de &cido sulffrico
concentrado, la solucidn se mantuvo durante 15 min. a tem
peratura ambiente, y a continuacidn se neutralizé cuidado
~samente con solucidn acuosa de bicarbonato sbédico al 5% a
0° y se extrajd con cloroformo. El extracto se lavd con -
agua, se secd sobre SO4Mg y se concentrd a vacio. La cro-
matografia en capa fina (éter-benceno 3:1) del residuo --
(2.10 g) mostrd dos productos principales. La mezcla se - .
introdujd en una columna de gel de silice. Por elucidn --
con éter-benceno 3:1 se obtuvo en primer lugar 1,2,3,6-te
tra-g—acétil—4—g—(2,3,4,6-tetra-97acetil-a—g-galactopira—
nosil)-a-D-galactopiranosa (§7) que se recristalizb de --
etan6l. Red: 0.875 g (40%), v.f. 153 -154°c,{a}2® + 138°

(c, 2.0 C13CH).

IR (BrK): 1750 cm_1 (v C=0), otras absorciones a - -

1.370, 1.230, 1.070, 935, 850 y 785 cm-l.

RMN (C1,CD) (figs.8a y 9a):§ 1.97, 2.01, 2.04, 2.09,
2.11 y 2.13 (24H, singletes metilos acetoxilos); 3.90-4.60.
(7H,Vmultiplete, H-5, H'-5, H~6, H'-6, H-6', H'-6' y H-4);

4.99 (1H, doblete, H'~1, J 3 Hzf; 4.90-5.60 (5H, mul

l',2’
tiplete, H-2, H'-2, H-3, H'-3, H'-4); 6.35 (1H, doblete,

H-1, J 3.3 Hz).

1,2
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Andlisis: C8lculado para C Cc, 49.55, H, 5.64.

28738%19°
Encontrado: C, 49.63, H, 5.75.

A continuacidn se eluyd6 1,2,3,6-tetra-O-acetil-4-0(2,
3,4,6-tetra-0O-acetil-g-D-galactopiranosil)-a-D-galactopira-
nosa (Zf), que se recristalizd de etanol. Rend. 0.655 g -
(308) ; p.f. 189-190°C, {a}2® + 54° (c, 1.8 cl,cH) (nit.>?
p.£. 172-173°c, {a}2® + 57.3 (c1,0m).

1

IR (BrK): 1.750 cm © (v C=0), otras absorciones a -

1.370, 1.220, 1.065, 930 y 790 cm L.

RMN (Cl,CD) (figs. 8b y 9b): §1.97, 2.02, 2.04, 2.08,
2.10 y 2.14 (24H, singletes, metilos acetoxilos); 3.80-4.40
(7H, multiplete, H-5, H'-5, H-6, H'-6, H-6', H'-6', H-4); -

4.43 (1H, doblete, H'-1, J 7.5 Hz); 4.90-5.40 (5H, mul

1|,2|
tiplete, H-2, H'-2, H~-3, H'-3, H'-4); 6.26 (1lH, -doblete, H-1,

J 3.0 Hz).

1,2
Andlisis: C&lculado para c28H38019: C, 49.55, H, 5.64,

Encontrado: C, 49.49, H, 5.76.

-
t

3.3.2, 4-0-0-D-GALACTOPIRANOSIL-D-GALACTOSA (1)

—

A una suspensibén de 0.22 g (0.32 mmoles) de 1,2,3,6-te

tra-O-acetil-4-0-(2,3,4,6~tetraf-acetil-o-D-galactopirano- -
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sil)-a-g-gaiactopiranosa (37), en 2.2 ml de metanol se agre
garon 0.65 ml de una solucidn de metb6xido sbdico 0.2 M. La
solucidn se mantuvo 30 min. a temperatura ambiente, pasados
los- cuales, se neutralizd con Amberlita IR-120 (H+) y se -
evapord a vacio. La cromatografia en papel del residuo obte
nido mos+rd una mancha finica, RGal 0.70 (acetato de etilo--
piridina-agua 10:4:3). Se recristalizd de metanol-butanol--
agua. Rend. 0.08 g (85%), p.f. 212-213°C, {a} 56 + 167++ 170°

45

(C, 1.0 H,0). (Lit.®” p.f. 210-211°C, {a} 55 + 177°)

1

IR (BrK): 3.400 cm ~— (Vv O-H), otras absorciones a 1.420

1.330, 1.220, 1.150, 1.070, 1.020, 980 y 805 cm L.

3.3.3. 4—9-—B—Q-GALACTOPIRANOSIL—E—GALACTOSA (2)

A una suspensidn de 0.175 g (0.27 mmoles) de 1,2,3,6-
tetra—Q-acetil—4—Q(2,3,4,6—£etra—Q—acetil—e—g-galactopirang
sil)-a—g-galactopiranosa‘(26) en 1.75 ml de metanol se afa-
dieron 0.51 ml de una solucidn de metdxido sddico 0.2 M. La
solucidn se agitd durante 36 min. a temperatura ambiente, -
se neutralizd con Amberlita IR-iZO (H+) y se concentrd a -
vacio. Se obtuvo un producto homogéneo por cromatrografia -

en papel R 0.78 (acetato de etilo-piridina-agua 10:4:3),

Gal
que cristalizb de agua-acetona (0.5:10). Rend. 0.09 g (100%)

49

p.f. 204-206°C, {a} 56 + 76+ 69° (C, 1.1 H,0). (Lit."” p.f.

204°c, {a}  + 68° "(c, 1.0 H,0)).
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1

IR (BrK): 3.440 y 3.370 cm ~ (v O-H); otras absorcio--

nes a 1.405, 1.370, 1.350, 1.070, 1.060, 1.035, 900, 870 vy

760 cm L.

3.3.4. CONDENSACION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL-
-D-GALACTOPIRANOSILO (7) CON 2,4—di—9—ACETIL—1,6— -

~ANHIDRO-B-D-GALACTOPIRANOSA (9).

Una solucidén de 1.80 g (7.3 mmoles) de 2,4-di-O-acetil
—l,6—anhidro—B—Q-galactopiranosa (9), en 185 ml de nitrome-
tano bencenol:1 se concentrd hasta que destilaron 50 ml del
disolventé. La solucidn se enfrid a 40°C y se agregaron -
1.86 g (7.3 mmoles) de cianuro merclirico y 2.97 g (7.3 mmo-
les) de acetobromogalactosa. La mezcla se agitd a 40°C y se
siguid la reaccidn por cromatografia en capa fina (acetato
de etilo-benceno 5:3). Se adicionaron 0.90 g (3.6 mmoles) -
de cianuro mercfirico y 1.45 g (3.6 mmoles) de acetobromoga-
lactosa a las 23, 30 y 46 hr de iniciada la reaccibn. Des--
pués de 52 hr la mezcla de reaccidn se enfrid a temperatura
ambiénte, se diluyd con benceno, se lavd coh bicarbonato sé

dico al 5% y agua, se secd sobre SO,Mg y se concentrd a pre

4
sién reducida. La cromatografia en capa fina (acetato de -
etilo-benceno 5:3) del residuo (7.50 é) asi obtenido, mos--
trd junto a restos de acetobromogaléctosa, la presencia de

un producto minoritario y dos productos principales de movi

lidad muy similar. Esta mezcla (7.50 g) se introdujd en una
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columna de gel de silice que se eluyd con acetato de etilo-
benceno 5:3. Se obtuvieron de este modo 2.08g(38% a partir
dé acetobrémogalactosa) del producto minoritario que se - -
identificd como cianuro de 2,3,4;6- tetta-gjgcetil—s—g-ga-
lactopiranosilo (§8) y 3.2 g (76%) de una mezcla siruposa -
de los disacdridos 1-6 anhidro peracetilados (39 y 40).

Se disolvieron 2.9 g de esta mezcla en 110 ml de una -
mezcla de anhidrido acético-acido acético (7:3) conteniendo
2.2 ml de &cido sulffirico concentrado, la solucidn se mantu
vo 90 min. a temperatura ambiente y 30 min. a 50°C, y a con
tinuacidn se enfrid, se neutralizd cuidadosamente con solu-
cidén acuosa de bicarbonato sédico al 5% a 0°C y se extrajo
con cloroformo. El extracto se lavd con agua, se secd sobre
SO4Mg y se concentrd a vacio. La cromatografia en capa fina’
(Eter-benceno 5:1) del residuo (3.4 g) mostrd dos productos
principales. La mezcla se introdujdé en una columna de gel -
de silice, pof elucidn con éter-benceno 3:1 se obtuvo én -
primer lugar 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-0-(2,3,4,6-tetra-0---
acetil-a-D-galactopiranosil)-a-D-galactopiranosa (41) que -
se recristaliz6 de etanol absoluto. Rend. 1.55 g (46%), p.f.
97-100°C, {a}2® + 137° (c, 2.0 cl,cH). |

1

IR (BrkK): 1.750 cm ~ (v C=0), otras absorciones a 1.370

1.225, 1.070, 1.050, 1.010, 935, 910, 850 y 785 Cm—l.
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RMN (C13CD) (figs. 10a y 1lla): 6§ 1.96, 2.02,2.05 y --
2.14 (2411, singletes, metilos acetoxilos); 4.00-4.30 (7H, -
mﬁltipleté, n-5, u'-5, H-6, H'-6, H-6', H'-6', H-3);5.17- -
5.50 (6H, multiplete, H'~1, H-2, H'-2, H-3, H'-3, H'-4); --

6.39 (1H, doblete, H-1, J 3.5 Hz).

1,2

An8lisis: Calculado para C28H38019:'C' 49,55, H, 5.64

Encontrado: C, 49.28, H, 5.89.

A continuacidn se eluyd, 1,2,4,6—tetra—9—acetil—3—g- -
(2,3,4,6—tetra—9—aceti1-8—2—galactopiranosil)—a—g—galactopi
ranosa (42), que se recristaliz6 de etanol absoluto. Rend.

0.65 g (14%), p.f. 189-190°C, {a}gs + 54° (C, 1.8 Cl,CH).

IR (BrK): 1750 cm-l, otras absorciones a 1370, 1220, -

1070, 1045, 1010, 930, 820 y 766 cm-l.

RMN (Cl3CD) (figs. 10b y 11b); § 1.96, 1.98, 2.04, -
2.12 y 2.16 (24H, singletes, metilos acetoxilos); 3.80-4.35
(7H, multiplete H-5, H'-5, H-6, H'-6, H-6', H'-6', H-3); --

4.62 (1H, doblete, H'-1, J 7.2 Hz); 4.80-5.55 (5H, mul

1|’21
tiplete, H-2, H'-2, H'-3, H-4, H'-4); 6.28 (1H, doblete, --

H-1, J 3.5 Hz).

1,2

Andlisis: Calculado para C c, 49.55, H, 5.¢4.

28"38%19°
Encontrado: C, 49.58, H, 5.36.
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3.3.5. 3-0-B-GALACTOPIRANOSIL-D-GALACTOSA (4)

~Se obtuvo por desacetilacidn de 0.12 g (0.16 mmoles)
de’'1l,2,4,6-tetra-0-acetil-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
galactopiranosil)-a-D-galctopiranosa (§2),en 1.2 ml de me-
tanol cc1 0.36 ml de metdxido sddico 0.2M. La solucibn se
mantuvo 30 min. con agitacién a tempertatura ambiente, se
neutralizé con Amberlita IR-120 (H+), se concentrd a vacfo
y se obtuvo un producto puro por cromotografia en papel, -
RGal 0.72 (acetato de etilo-piridina-agua 10:4:3). Se cris
talizd de agua-acetona (0.5:10). Rend. 0.07 g (100%), p.f.
165-168°c, {a}2® 71° > 62° (¢, 1.0 H,0). (Lit.®? p.£. - -

165°C, {a}§4 + 64°).

1

IR (BrK): 3.400 cm — (v O-H), otras absorciones a =--

1.330, 1.150, 1.060, 1.040, 890, 870, 800, 775 y 700 cm_l.

3.3.6. 3-0-0-GALACTOPIRANOSIL-D-GALACTOSA (3)

A una suspensién de 0.07 g (0.10 mmoles) de 1,2,4,6--
tetra-O-acetil-3-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetil-d-D-galactopira
nosil)—a-g~galac§opiranosa (41) en 0.7 ml de metanol se -
agregaron 0.21 ml de una solucidn de metdxido sb6dico 0.1M.
La solucibn se mantuvo 20 min. a temperatura ambiente con
agitacién, se neutraliz6 con Amberlita IR-120 (H+) y se --

concentrd a vacio. El residuo que rehus6 a cristalizar te-
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nia en cromatografia en papel un R 0.77 (acetato de eti

Gal
lo-piridina-agua 10:4:3). Rend. 0.026 (74%), {a}gs + 149°

58

(c, 1.6 H,0). (Lit. {a}gs + 155° (C, 0.3 H0).

3.3.7. 1,2,4,6-TETRA-O-ACETIL-3-0-(2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL-

a~2-GALMTOPIRANOSIL)-B—Q—GALACTOPIRANOSA (43)

A una solucién de 0.13 g (0.37 mmoles) del sirupo de
3~-0-o-D-galactopiranosil-D-galactosa (3) en 2 ml de piridi
na se agregaron 1.2 ml de anhidrido acé&tico y la solucibn
se mantuvo toda la noche a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccidn se evapord a sequedad eliminando los restos de
la mezcla acetilante por adiciones y elimindcionés sucesi-
vas de tolueno. El residuo se purific6é por cromatografia - .
en capa fina preparativa (benceno-&ter 1:3) y se recrista=
1iz6 de etanol. Rend. 0.118 g (47%), p.f. 156-157°C,{a}36
58

+ 113.6°(C, 0.95 Cl3CH). (Lit.

+ 110,7° (C, 0.5 C13CH).

p.f. 157.5-158.5°C, {a}2’

RMN (Cl3CD): § 1.92, 2.00, 2.03, 2.08, 2.09 y 2.12 -~
(24H, singletés, grupos aceto:ilos); 3,80-4.34 (7H, multi-
plete, H-5, H'-5, H-6, H'-6, H-6', H'-6', H-3); 5.10-5.46 |
(6H, multiplete, H-2, H'-2, H'-3, H-4, H'-4); 5.61 (1H, do

blete, H~1, J 8.2 Hz).
1,2
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3.3.8. CONDENSACION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA—9—ACETIL—G

-D-GALACTOPIRANOSILO (7) CON 2-2—ACETIL—1,6—ANHIDRO-

~

-

B-D-GALACTOPIRANOSA (11)
Una solucidn de 1.14 g (5.6 mmoles) de 2-O-acetil-1,6
-anhidro-f-D-galactopiranosa (11) en 120 ml de nitrometano-
benceno 1:1 se concentrd hasta que destilaron 25 ml del di-
solvente. La solucidn se enfrid a 40°C y se afnadieron 2.304g
(5.6 mmoles) de acetobromogalactosa (7) y 0.71 g (2.8 mmo--
les) de cianuro mercfirico. La mezcla se agitd a 40°C y el -
curso de la reaccidn se siguid pdr cromatografia en capa -
fina (acetato de etilo-benceno 5:3). A las 10 hr de inicia-
da la reacci6én se adicionaron 1.2 g (1.8 mmoles)- de acetobro
mogalactosa (7) y 0.35 g (1.4 mmoles) de cianuro merclirico.
La reaccidén fué total en 21 hr al cabo de las cuales 1la meg
cla se enfri6 a temperatura ambiente, se diluyd con bence--
no, se lavd con solucidn de bicarbonato sbédico al 5% y -
con agua, se éecé sobre SO4Mg y se evapord. El residué - -
(4.0 g) se disolvid en 20 ml de piridina, se anadieron 20 -
ml de anhidrido acético y la solucidén se dejd estar a tempe
patura ambiente una noche. La mezcla de reaccidn se evapo-
r6 a sequedad. E1l residuo se introdujd en una columna de -
gel de silice que se eluyd con acetato de etilo-benceno -
5:3. Se obtuvieron de este modo 3.00 (93%) de una mezcla si
ruposa de 1,6-anhidro-disacaridos peracetilados y 0.35 g -
(7%8) de un componente de menor movilidad cromatogrdfica.

Se disolvieron 2.00 g de la fraccibn principal en 80 ml de
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una mezcla de anhidrido acé&tico-&cido acético (7:3) conte-
nido 1.6 ml de &cido sulffrico concentrado y la solucién -
se mantuvo durante 1 hr a temperatura ambienfe, se neutra-
1liz6 cuidadosamente a 0°C con solucibén de bicarbonato s6di
co al 5% y se extrajo con cloroformo. El extracto se lavd
con agu:, se secé sobre SO4Mg y se evapord a sequedad. La
cromatografia en capa fina (&ter-benceno 5:1) del residuo
(2.4 g) mostrd la presencia de un producto principal y =--
tres minoritarios. La mezcla se introdujo en una columna de
gel de sflice. Por elucibn con éter-benceno 5:1 se obtuvie
ron, en primer lugar, 0.18 g de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a
-D-galactopiranosa y seguidamente ios siguientes disacéari-

dos peracetilados:

1,2,4,6—tetra-9—acetil—3-9—(2,3,4,6—tetra—gfaceti1—a—2—ga—
lactopiranosil)-a-D-galactopiranosa (41). Rend. 0.38 g --

(17%), p.£f. 100°C (EtOH).

1,2,3,6-tetra—9—acetil-4ﬁ9—(2,3,4,6-tetra—97acetil4a-§-ga—
lactopiranosil) -a-D-galactopiranosa (37). Rend. 0.10 g --

(4%) , p.f. 153-155°C (EtOH).

1,2,4,6-tetra-0-acetil-3-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetil-B-D-ga-
lactopiranosil)-Dgalactopiranosa (42). Rend. 1.2 g (52¢%),

p.f. 185-190°C.
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3.4. LAS REACCIONES DE LOS BROMUROS DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACE
TIL-a-D-GLUCOPIRANOSILO (18) y 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL

-a-D-GALACTOPIRANOSILO (17) CON CIANUROS METALICOS.

3.4.1. PREPARACION DE CIANURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL-B

-D-GALACTOPIRANOSILO (38).

A una solucién de 4.1 g (0.01 mol) de acetobromoéa--
lactosa (Z) en 20 ml de nitrometano seco se agregaron 2.4
g (0.01 mol) de cianuro mercfirico y la mezcla se agitd du
rante 24 hr a temperatura ambiente. A continuacibn se fil
traron las sales mercfiricas, se lavaron con nitrometano y
se evapord el filtrado a sequedad. El residuo obtenido se
disolvid en 90 ml de metanol, y la solucidén de BrK 1IN y -
50 ml1 de hielo. El precipitado formado se filtrd y se re-
cristalizd de metanol. Rend. 1.7 g (50%), p.f. 167-169°C

(Lit. % p.f. 168-169°C).
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1 (v C=0), otras

absorciones a 1.375, 1.235, 1.220, 1.065 y 910 cm .

IR (BrkK) (fig. 23): 1.755 y 1.745 cm

RMN (Cl3CD) (fig. 24): § 1.97, 2.03, 2.09 y 2.15 (12H,
singletes, grupos acetoxilos); 3.84-4.16 (3H, H-5, H-6, -
. _ - '
H'-6, sistema A2B, 5B3.97 H-5, 6A4.l2 H-6 y H'-6, J4,5

1.2 Hz, 6.2 Hz); 4.32 (1H, doblete, H-1, -

Is,6 = Js5,6!
10.0 Hz); 5.02 (1H, cuadruplete, H-3, J

J 3.5 Hz,

1,2 3,4

10.0 Hz); 5.44 y 5.53 (2H, cuadruplete y triplete :

73,2 ,
parcialmente solapados, H-4 y H-2, J3 4 3.5 Hz, J4 5 1.2
) ’ ’

Hz, J 10.0 Hz, J

1,2 10.0 Hz).

2,3
"Andlisis: Calculado para C15H1909N: C, 50.42. H, -

5.49. N, 3.97. Encontrado: C, 50.42, H, 5.36. N, 3.92.

3.4.2. CONDENSACION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL
-0-D-GALACTOPIRANOSILO (7) CON CIANURO MERCURICO -
EN NITROMETANO. AISLAMIENTO DE PRODUCTOS SECUNDA--

RIOS.

A una solucidn de 2.05 g (5 mmoles) de acetobromoga-
lactosa (7) en 11 ml de nitrometano seco se ahadieron -
1.10 g (5mmoles) de cianuro mercfirico y la suspensidn se
agitd a temperatura ambiente en ausencia de humedad, du-
rante 24 hr. Al cabo de este tiempo la mezcla de reaccidn

se filtrd y el filtrado se concentrd a Sequedad. El resi-
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duo obtenido se disolvid parcialmente en 45 ml de metanol
y la suspensidn resultante se anadio sobre 25 ml de una -
solucidn de BrK 1IN y 50 ml de hielo. Esta suspensidn se -
exﬁrajo cuatro veces con 60 ml de cloroformo cada vez y el

extracto se secd sobre SO,Mg y se concentrd a sequedad.

4
La cromatografia en capa fina (benceno-acetato de eti
16 4:1) del residuo (2.51 g), mostrd la presencia de, al
menos, cuatro compuestos el mds importante de los cuales
presentd un valor Rf idéntico al cianuro de 2,3,4,6~-tetra
-O-acetil-B-D-galactopiranosilo (3§). Por cristalizacidn
del residuo (2.51 g) en metanol, se obtuvieron 0.67 g del

producto 38.

Las aguas madres de cristalizacidn de 3§ se concen--
traron a sequedad. El sirupo obtenido (1.42 g) se introdg
jo en una columna seca de gel de silice que se éluyé con
una mezcla de benceno-acetato de etilo 4:1. El producpo -
eluido en cabeza, denominado F-1 Gal (CN)zHg (0.0137 g) -
se caracterizd tentativamente como 3,4,6-tri-gfécetil—l,2
—gj(l-cianoétilidén)—a—g-galactopiranosa (57) .

1

IR (BrK): 1.750 cm — (v C=0), otras absorciones a -

1.440, 1.370, 1.240, 1.175, 1.115, 1.100, 965, 945, 925,

905, 875, 800, 720, 655, 625, 600 cm .
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RMN (C13CD) (fig. 25): 6 1.84 (3H, singlete, metilo
’ A .
cianoetilidén); 2.03, 2.05 y 2.00 (12H, singletes, metilos
acetoxilos); 4.00-4.40 (3H, multiplete H-5, H-6, H'-6, -

sistema AZB); 4.31 (1H, cuadruplete, H-2, J1 2 5.0 Hz, =~
14

J 7.0 Hz); 4.96 (1H, cuadruplete, H-3, J 7.0 Hz, -
2,3 2'3

J 3.5 Hz); 5.37 (1H, cuadruplete, H-4, J 3.5 Hz, -
3,4 : 3,4

La fraccidén eluida en segundo lugar, denominado F-2
Gal (CN)2Hg (0.1é g) estuvo compuesta por dos sustancias
una de las cuales coincidid con el producto F-1 Gal (CN)ZHg.
El espectro de RMN de esta fraccidn indicd que la mezcla
estaba compuesta por 3,4,6-tri-g—acetil-l,Z-Qf(l;cianoetl
lidén)-a-D-galactopiranosa (52) y una segunda sustancia -
en la proporcidn relativa de 4:1. La nueva sustahcia pre-

sentd senales a § 1.99, 2.12, 5.50 y 5.75.

La tercera fraccidén denominada F-3 Gal (CN)ZHg (0.20
g) presentd en capa fina (benceno-acetato de etilo 4:1) -
tres manchas, dos correspondientes a los productos ante--
riores y una tercera con el mismo Rf que el cianuro de -
2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-galactopiranosilo (38). Por - °
cristalizacidn en metanol se obtuvieron 0.15 g de &ste Gl

timo producto.
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3.4.3. CONDENSACION DEL BROMURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-ACETIL
-B-Q-GALACTOPIRANOSILO (7) CON CIANURO DE PLATA EN

XILENO.

A una solucidn de 4.14 g (0.01 mol) del bromuro de
2,3,4,6—tetra—9faceti1-B—g—galactopiranosilo (Z) en 40 ml
de xileno secd se agregaron 6 g (0.04 moies)'de cianuro -
de plata y la mezcla se calentd a reflujo con agitacidén -
durante 1 hr. Transcurrido este tiempo, se enfrid la solu
cidn, se filtrarén y lavaron con xileno las sales de pla-
ta, y el filtrado se evapord a sequedad. El residuo siru-
poso (4.50 g) se crista;izé de metanol. Se obtuvo asi un
producto cristalino al que se asignd la estructura de iso
cianuro de 2,3,4,6-tetra-0-acetil-g-D-galactopiranosilo -
(58). Rend. 0.65 g (18%), p.f. 164-165°C, {a}2® + 32° (C,
1.5 Cl3CH).

1

IR (BrK) (fig. 26): 2.155 cm - (y N=C), 1.750 y 1.760

cm_l (v C=0), otras absorciones a 1.380, 1.240, 1.225, -

1.100, 1.065, 1.020, 980, 960, 905, 900 y 740 cm L.

RMN (C13CD) (fig. 27): 6 1.97, 2.03, 2.10, 2.15 (12H,
singletes, metilos acetoxilos); 3.86-4.20 (3H, H-5, H-6 y

H'-6 sistema AZB' §_. 3.97 H-5, BA 4.15 H-6 y H'-6,

Jg,5 ~
=~ 6.3 Hz); 4.80(1H, doblete, H-1, -

B

1.0 Hz, J5,6 = J5,6'

9 Hz); 5.01 (1H, cuadruplete, H-3, J 10.0 Hz, J

J1,2 2,3 3,4
3.2 Hz); 5.42 y 5.43 (2H, cuadrupletes solapados, H-3 y -



. 184

H-4, J 3.2 Hz, J 1.0 Hz, J 9.0 Hz, J 10.0 Hz).

3,4 4,5 1,2 2,3

Andlisis: Calculado para C15H1909N: C, 50.41. H, 5.36

N, -3.92. Encontrado: C, 49.74. H, 5.04. N, 3.64.

Las aguas madres de cristalizacidén de 58 se concentra
ron a sequedad. El sirupo obtenido (2.7 g) se introdujd en
uha columna seca de gel de silice que se eluyd con una mez
cla de benceno-acetato de etilo 4:1. La fraccibn eluida en
primer lugar (0.057 g) estuvo compuesta por dos sustancias
El espectro de RMN (fig.'28) de esta fraccidén indicd que -
la mezcla estaba compuesta éor 3,4;6—tri-g-acetil-1,2-g-

(1-cianocetilidén)-a-D-galactopiranosa (57) y una segunda -

sustancia no identificada en proporcidn relativa 2:1. La
nueva sustancia presentd senales a § 1.99, 2.12, 5.12, -

5.28, 5.51 y 5.59.

3.4.4. PREPARACION DE 3,4,6-TRI-O-ACETIL-1,2-0-(1-CIANOETI

LIDEN)-G—E-GLUCOPIRANOSA (45) .

A una solucidén de 2.07 g (5 mmoles) de acetobromoglu-
*
cosa (18) en 20 ml de xileno seco se afadid 3.0 g (11 mmo

les) de cianuro de plata y la mezcla se calentd a reflujo

* La acetobromoglucosa (18) se obtuvo por el mismo procedi
miento descrito para la acetobromogalactosa (7) en el -
apartado 3.2.1. ~
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con agitacidén durante 1 hr. Al cabo de ééte tiempo la mez
cla de reaccidn se filtrd y concentrd a sequedad. El resi
dﬁo (2.14 é) se disolvid en 5 ml de benceno caliente y la
solucidn se diluyd con 25 ml de éter. La éolucién se pasd
a través de una columna de alumina (40 g, grado IIi) que
se eluyd con una mezcla de benceno-&ter (1:5) y con éter.
La mezcla eluida se disolvid en etanol caliente y de es-
ta solucidn cristalizaron 0.6 g (37%) de 3,4,6-tri-O-ace-

til-1,2-0-(l-ciancetilidén)-a-D-galactopiranosa (45). P.f.

76°c, ()20 + 13.5 (¢, 1.21 cizem . (nie.'t? pog. 77-78°C,
()20 + 13.8).

IR (BrK) (fig. 15): 1.740 cm-1 (v C=0), otras absor-

ciones a 1.450, 1.425, 1.402, 1.380, 1.365, 1.310, 1.285,
1.250, 1.230, 1.210, 1.165, 1.150, 1.140, 1.120, 1.095, -
1.070. 1.050. 1.030. 1.010, 980; 962, 922, 910, 895, 875,

850, 820, 780, 720, 670, 640, 630, 615 y 600 cm *.

RMN (C13CD) (fig. 16): 6 1.90 (3H, singlete, metilo
cianoetilidén); 2.06 y 2.11 (9H, singletes,metilos aceto-
9.0 Hz, J5,6 4.2

4.2 Hz); 4.37 -

xilos); 3.89 (1H, multiplete, H-5, J4 5
. 14

HZ); 4.18 (2H, dOblete, H_G y H'_G, JS 6
14

(1H, octuplete, H-2, J 5.0 Hz, J 2.7 Hz, 1.0 -

J2,4
2.7 Hz,

1,2
Hz); 4.90 (1H, octuplete, H-4,

2,3

J4,5 9.0 Hz, J3,4

1.0 Hz); 5.19 (1H, triplete, H-3, J3,4 = J2,3 = 2.7

5.0 Hz).

Jo 4

HZ); 5-78 (lH’ dOblete, H_l' Jl 2
14
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3.4.5. CONDENSACION DEL BROMURO DE 2,3,4 ,G-TETRA-Q_—ACETIL
-0-D-GLUCOPIRANOSILO (18) CON CIANURO DE PLATA EN

XILENO. AISLAMIENTO DE PRODUCTOS SECUNDARIOS.

Las aguas madres de cristalizacidn de la 3,4,6-tri-0
—acetil-i,z—gf(l-cianoetilidén)-a—g-glucopiranosa (4§) se
concentraron a sequedad, 0.22 g del residuo obtenido se -
ihtrodujeron en una columna seca de 200 g de gel de sili-
ce y la columna se eluyd con una mezcla de benceno-aceta-
to de etilo 95:5 y se recogieron fracciones de 10-15 ml.
Se obtuvieron asi tres productos puros que por 6rden de -
elucidn se denominaron F-1 Glc 'CNAg, F-2 Glc CNAg y F-3

Glc CNAg.

El producto F-1 Glc CNAg (0.1108 g) cristalizd de -
etanol y se identificd con la 3,4,6-tri-O-acetil-1,2-0-(1

-cianoetilidén)-a-D-glucopiranosa (45).

El producto F-2 Glc CNAg (0.1689 g) se caracterizd -
como isocianuro de 2,3,4,6-tetra—gacetil-a—g—glucopirano-

silo (55) p.f. 107-110°C.

IR (BrK) (fig. 19): 2.130 cm_l (v N=C), 1.750 cmnl

(v C=0), otras absorciones a 1.430, 1.370, 1.240, 1.220,
1.165, 1.130, 1.040, 985, 920, 900, 890, 870, 740, 670 y

600 cm .
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RMN (C13CD) (fig. 20): 6 2.01, 2.03, 2.07 y 2,11 -
(12H, singletes, metilos acetoxilos); 4.40-4.00 (3H, multi

plete, H-6, H'-6 y H-5); 4.89 (1H, cuadruplete, H-2, J

1,2
5.0 Hz, J2,3 9.7 Hz); 5.07 (1H, triplete, H-4, J3,4 =3J4'5
~ 9,5 Hz); 5.44 (1H, cuadruplete, H-3, J 9.0 Hz, J 9.5
2,3 ~3,4
Hz); 5.53 (1H, doblete, H-1, J 5.0 Hz).

1,2

Espectros de masas: m/e 357, 331 y fragmentaciones -

tipicas de un glucopiranosido peracetilado.

El producto F-3 Glc CNAg (0.073 g) cristalizé de eta
nol p.f. 100-102°C y se caracterizd como isocianuro de -

2,3,4,6—tetra—g-acetil-B—E-glucopiranosa (56) .

1 1

IR (BrK) (fig. 21): 2.150 cm - (v N=C), 1.750 cm

(v ¢=0), otras absorciones a 1.430, 1.385, 1.240, 1.220,
1.110, 1.105, 1.090, 1.070, 1.040, 1.010, 928, 915, 900, -

870, 690, 645, 620 y 600 em L.

RMN (C13CD) (fig. 22): &6 2.00, 2.02 y 2.10 (12H, sin

gletes, metilos acetoxilos); 3.72 (1H, multiplete, H-5, -

- | —
J5,6 4.5 Hz, J5ﬁ6' 2.7 Hz); 4.10 (1H, cuartete, H'-6,
J , 2.7 Hz, J , 12.7 Hz); 4.24 (1H, cuartete, H-6, -
5,6 616
J5,6 4.5 Hz, J6,6' 12.7 Hz); 4.78 (1H, doblete, H-1, J1,2

9.0 Hz); 5.00-5.25 (3H, multiplete, H-2, H-3 y H-4).
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3.4.6. PREPARACION DEL CIANURO DE 2,3,4,6—TETRA-9_—ACETIL—

B-D-GLUCOPIRANOSILO (44)

A una disolucién de 10.20 g (0.024 moles) de bromuro
de 2,3,4,6—tetra—gfacetil-a-g—glucopiranosilo (l§) en 50
ml de nitrometano seco se anadieron 6.30 g (0.025 moles)
de cianuro merclrico y la mezcla se agitd durante 24 hr a
temperatura ambiente en ausencia de humedad. Pasado este
tiempo la mezcla de reaccidn se filtrd y el filtrado se -
concentrd a sequedad. El residuo se disolvid en 100 ml de
metanol y la solucién metanolica se afiadid sobre una mez
cla de 200 ml de BrK 1IN y 200 ml de hielo. El sdlido blan
co formado se extrajé cuatro veces con 100 ml de.clorofor
mo cada vez y los extractos reunidos se lavaron con agua
se secaron sobre sulfato magnésico y se concentraron a se
quedad. El sirupo obtenido (8;46 g) se introdujd en una -
columna de gel de silice que se eluyd con una mezcla de -
benceno-acetato de etilo 7:3. El producto principal obte-
nido fue el cianuro de 2,3,4,6-tetra-9acetil—8-Q~glucopi—
ranosilo (43). El producto cristalizd en etanol. Rend. -
2.80 g (32%), p.f. 114.5-115.5°C, {a}2® + 9.8° (vit.''? -

p.£. 116°c, {a}2° + 10.1°).

IR (BrK) (fig. 29): 1.750 cm_1 (v C=0), otras absor-
ciones a 1.430, 1.385, 1.375, 1.240, 1.220, 1.105, 1.040,

965, 900, 690, 620 y 600 cm T.
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RMN (Cl3CD) (fig. 30): 6 1.98, 2.00 y 2.08 (12H, sin

gletes, metilos acetoxilos); 3.72 (1H, multiplete, H-5 -

J. _ 5.1 Hz, J. ., 2.7 Hz); 4.09 (lH, cuartete, H'-6, -
5,6 5,6

J , 2.7 Hz, J , 13.0 Hz); 4.24 (1H, cuartete, H-6, -
5,6 6,6

J5,6 5.1 Hz, J6,6' 13.0 Hz); 4.30 (1H, doblete, H-1, J1,2

9.0 Hz); 5.00-5.35 (3H, multiplete, H-2, H-3, H-4).

3.4.7. DESACETILACION DE LOS CIANO DERIVADOS

3.4.7.1. DESACETILACION DEL CIANURO DE 2,3,4,6-TETRA-O-

ACETIL-R~-D~-GALACTOPIRANOSA (38).

1°) .- A una suspensidn de 1.2 g (3.3 mmoles) de 2,3,
4,6;tetra—g—acetil—l-ciano-B—Q-gélactopiranosilo (3§) en
12 ml de metanol absoluto se agregaron 3.6 ml de una solu
cidn de métoxido sbéddico 0.2 M. La solucidn se agitd 16 hr
a 3°C, se neutralizd con Amberlita IR-120 (H+) y se con--
centrd a vacio. La masa siruposa obtenida 0.65 g (87%) -
presentaba una ligera impureza en cromatografia en capa -
fina sobre gel de silice (alcohol isopropilico-acetato de
etilo-agua 7:1:2) y rehuso a cristalizar.

IR (BrkK) (fig. 31): 3.350 cm © (v O-H), 1.733 cm * -
(v C=0), otras absorciones a 1.435, 1.390, 1.290, 1.240,

1.130, 1.085, 1.010, 970, 910, 880, 850, 785 y 690 cm L.
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RMN (DZO) (fig. 32): 8§ 3.66 (4H multiplete); 3.79 -
(3H, singlete, metilo grﬁpo carboximetil); 3.93 (3H, mul-

tiplete).

Se disolvieron 0.2 g de la masa siruposa en 2 ml de
piridinz se agregaron 1.2 ml de anhidrido acético y la so
lucidn se mantuvo una noche a temperatura ambiente. La mez
cla de reaccién se concentrd a sequedad, eliminando los -
restos de la mezcla acetilante por adiciones y eliminacio
nes sucesivas de tolueno, el residuo obtenido se cristali
z6 de etanol y se caracterizd como 2,3,4,6-tetra-O-acetil
-1—carboximetil—l—desoxi—B-Q—gélactopiranosa,(79). Rend.
0.25 g (71.4%), p.f. 147-149°C, {d}2> + 17.5° (c, 1.25 -
C13CH).

1 (v ¢c=0), otras -

IR (BrK): 1.765, 1.750 y 1.738 cm’
absorciones a 1.460, 1.390, 1.375, 1.275, 1.235, 1.220, -
1.170, 1.155, 1.128, 1.110, 1.070, 1.060, 1.028, 963, 925,

920 y 870 cm 1.

RMN (ci3cn) (fig. 33): & 1.96, 2.01, 2.14 (12H, sin-
gletes, metilos acetoxilos); 3.73 (3H, singlete, metilo -
grupo carboximetil); 3.8-4.2 (4H, doblete, § 4.00 H-1, -

J 9.7 Hz, sistema A B, §, 3.95 H-5, &, 4.15 H-6 y H'-6

5 B A
JS,G 2 J5,6' ~ 6.7 Hz); 5.10 (1H, cuadruple-

10.0 Hz,

1,2

J4’5 1.0 Hz,

te, H-3, 3.2 Hz); 5.38 (1H, tripleté -

J2,3 J3,4

parcialmente solapado, H-2, Jq 9.7 Hz, J 10.0 Hz); -

,2 2,3

5.45 (1H, cuadruplete, H-4, J 3.2 Hz, J 1.0 Hz).

3,4 4,5
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An8lisis: Calculado para C C, 49.22, H, 5.68.

16822%11¢
Encontrado C, 49.62, H, 5.36. '

2°) .- A una solucidén de 1.2 g (3.3 mmoles) de 2,3,4,6
~tetra-O-acetil-l-ciano-B-D-galactopiranosilo (Z) se agre-
garon 5 ml de metdxido s6dico 0.8M y se tratd la mezcla de
reacci6n de forma andloga a la descrita en el apartado 1.
La masa siruposa asi obtenida era idéntica por cromatogra-
fia en capa fina sobre gel de silice (alcohol isopropilico
~acetato de etilo-agua 7:1:2, n-butanol-acético-agua-&ter
9:6:1:3), al producto obtenido con metdxido s6dico 0.2M. -
Por reacetilacidén de 0.2 g de esta masa siruposa con 2 ml
de anhidrido acético en 2 ml de piridina se obtuvieron - -
0.23 g (71%) de 2,3,4,6—tetra—gfacetil—l-carboximetil-l-dg

soxi-B- D-galactopiranosa (70) , anteriormente descrita

3.4.7.2. DESACETILACION DE LA 3,4,6—TRI-9fACETIL—1,2-9—(1—

CIANOETILIDEN)—Q—B-GLUCOPIRANOSA (45)

A una disoluciéh de 0.1 g (0.3 mmoles de 3,4,6 -tri-O
-acetil—l,Z-g—(l—cianoetiliden)-a—g—glucopiranosa (35) en
1.5 ml de metanol absoluto se anadieron 0.5 ml de una solgl
cidn de metéx;do s6dico 0.2M en metanol. La solucidn se de
j6 estar durante 16 hr a temperatufa ambiente, se neutrali
z6 con Amberlita IR-120 (H+) y se evapord a sequedad. Se -

obtuvo un sirupo practicamente puro, que no se consiguid -

cristalizar.
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1 1

IR (BrK) (fig. 34): 3.390 cm ~ (v O-H), 1.740 cm ~ --

(v C=0), otras absorciones a 1.450, 1.375, 1.290, 1.225, -

1.165, 1.120, 1.020, 989, 900, 820, 760, 725 y 700 cm I.

RMN (DZO) (fig. 35): § 1.72 (3H, singlete, metilo del
anillo cinco miembros); 3.80 (3H, singlete, metilo grupo -

carboximetil); 5.76 (1H, doblete, H-1, J 5.0 Hz).

1,2
Este sirupo, se disolvid en 2 ml de piridina anhidra
y a la solucién se anadieron 2 ml de anhidrido acético y =
se dej6 estar durante 16 hr a temperatura ambiente. Al ca-
bo de este tiempo la mezcla de reaccibn se evapord a seque
dad. E1 producto siruposo obtenido cristalizé‘esponténea—-
mente y se - recristalizd de etanol. El producto ée caracte
riz6 como 3,4,6-tri-O-acetil-1,2-0-(1 -carboximetiletili--
den)-a-g-galactopiranosa (Zl). Rend. 0.10 g (100%), p.£f. -

107°C.

RMN (Cl,CD) (fig. 36): 6 1.75 (3H, singlete, metilo del
anillo cinco miembros); 2.06 y 2,07 (9H, singletes, meti--
los acetoxilos}; 3.76 (3H, singlete, metilo grupo carboxi-

metil); 3.80-4.40 (3H, sistema A.B, H-6, H'-6 y H-5, &, —-

A
6.0 Hz); 4.45 (1H, octu

2

4,00 H-5, GB 4.20 H-6 y H'-6, J

plete, H-2, J

5,6

5.0 Hz, 2.7 Hz, 0.7 Hz); 4,89 -

J2,4
2,7 Hz,

J2,3
9.0 Hz, J

1,2

(1H, octuplete, H-4, J 0.7 -

J2,4

4,5 3,4
J ~ 2.7 Hz); 5.80

Hz); 5.18 (1H, triplete, H-3, J2,3.: 3,4

(1H, doblete, H-1, J 5.0 Hz).
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Por acetilacidn parcial de la 1,6-anhidro-B-D-galacto
piranosa (19)'con 1.5 equivalentes de anhidrido acéti
co y posterior separacién de los productos de reaccidn
cromatograficamente sobre gel de silice se obtienen,

contratiamente a lo descrito en la literatui‘a114

2,3,
4—tri—9—acetil—1,6-anhidro-B—g—gélactopiranosa (19) -
(35%), 2,3-di-O-acetil-1,6-anhidro-B-D-galactopirano-
sa (§) (25%), 2,4—di—9—acetil—1,6—anhidro—B-Q-galéctg
piranosa (g) (25%), 2-0-acetil-1,6-anhidro-f-D-galac-
topiranosa (1}) (3%) y otro monoacetato al que provi-
sionalmente, se asigna la estructura de 3-QO-acetil-1,
6~-anhidro-B-D-galactopiranosa (2%) (<1%). De estos -

productos, se describe por primera vez, la 2,4-di-0--

acetil-1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (9).

Por acetilacidn parcial de la 2-0-acetil-1,6-anhidro-8
-D-galactopiranosa (1}) con 1.1 equivalentes de anhi-
drido acético en piridina y posterior separacién de -

los productos de acetilacidn cromatogrdficamente sobre
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gel de silice, se obtienen, contrariamente a lo descri

114 " 5,3,4-tri-0-acetil

to previamente en la literatura
-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (19) (19%), 2,3-di-0-
acetil-1,6-anhidro-8-D-galactopiranosa (g) (40%), y 2,4

-di-O-acetil-1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (9) (40%).

Cualquiera de los dos diacetatos, 2,3-di-O-acetil-1,6-
anhidro-g-D-galactopiranosa (8) & 2,4-di-O-acetil-1,6-
anhidro—B—Q—galactopiranosa (9), obtenidos en la aceti
laciéh parcial de la 1,6-anhidro-f-D-galactopiranosa -
(1g) y 2-0O-acetil-1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (11),
se transforma en una mezcla al 50% de los dos diaceta-
tos, 2,3-di-9-acetil—1,6-anhidro—B—Q—galactdpiranosa -
(§) y 2,4—di-9—acetil—1,6—anhidrd—B—g—galactopiranosa
(?), cuando en disolucién se ponen en contacto con gel
de silice. En las condiciones de separacidn cromatogrd
fica de los productos de acetilacidn parcial de la 1,6
-anhidro-B-D-galactopiranosa (10) y 2-O-acetil-1,6-anhi
dro-g-D-galactopiranosa (1}) tiene lugar una emigracidén
de grupos acetilo y las reactividades relativas de los
grupos hidroxilos de la 1,6-anhidro-g-D-galactopirano-
sa (10) y 2-O-acetil-1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa -
(1}) no puede deducirse de las cantidades de prodﬁctos

parcialmente acetilados obtenidas tras fraccionamiento

cromatografico de las mezclas de acetilacifn.
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5°)

196

El estudio directo de las mezclas de acetilacibn par-
cial de la 1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (10) y 2-0-
acetil-1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (11) por'espec-
troscopia de resonancia magnética nuclear pone clara--
mente de manifiesto que en las condiciones empleadas -
y en contradiccidn con publicaciones anteriores, el --
grupo hidroxilo ecuatorial en C-4 eé mas reactivo que
el grupo hidroxilo axial en C-3 siendo la 2,4-di-O-ace
til—l,6—anhidro—B-Q—galactopiranosa (g) el diacetato -
principal formado en ambos casos. Este método espectros
cbpico constituye un procedimieﬁto adecuado para el es
tudio éinético de las reacciones de acetilacidn parcial
de la 1,6-anhidro-g-D-galactopiranosa (19) j 2-0O-acetil

-1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (1}).

El andlisis de los espectros de resonancia magnética -
nuclear de los derivados parcialmente acetilados de la
1,6-anhidro-B-D-galactopiranosa (10) pone de manifies-
to que no existe una diferencia clara entre los valo--
res de desplazamientos quimicos de los protones metili
cos de grupos acetoxilos axiales y ecuatoriales proba-
blemente debido a la presencia del puente etéreo entre
los carbonos 1 y 6 de la molécula, que apantalla a unos
grupos preferentemente, y a la presencia de grupos hi-
droxilos libres., Por otra parte loé espectros indican

que todos los derivados parcialmente acetilados eStu—-

diados adoptan, preferentemente, la conformacibn 1C4.



6°)

7°)

8°)

197

Por reaccibn de la 2,3-di—9facetil—l,6—anhidro-8-2—ga—
lactopiranosa (§) con bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-ace--
til-a-D-galactopiranosilo (7) en presencia de cianuro

mercGrico y posterior acetolisis se obtienen los disa-
cdridos peracetilados 1,2,3,6-tetra-O-acetil-4-0-(2,3,
4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-a-D-galactopi
ranosa (32) y 1,2,3,6-tetra-0-acetil-4-0-(2,3,4,6-te--
tra—gfacetil—B—Q-galactopiranosil)-G-g-galactopiranosa
(26) con rendimientos del 40% y 30% respectivamente. -
Ambos octaacetatos se preparan quimicamente por prime-

ra vez en esta Tesis.

Por desacetilacibén de la 1,2,3,6-tetra-O-acetil-4-0- -
(2,3,4,6—tetra-9—acetil—a—g—qalacfopiranosil)—a—g—ga——
lactopiranosa (32) se obtiene por primera vez por sin-
tesis quimica el disacdrido 4-0O-o-D-galactopiranosil--
D-galactosa (%), unidad terminal del glicoesfingolipi-
do.que se acumula en el rindn de pacientes con la en--

fermedad de Fabry.

Andlogamente y por desacetilacibn de la 1,2,3,6-tetra-
-O—acetil—4-0—(2,3,4,6—tetra-9—acetil—B-g-galactopira—
nosil)-a-D-galactopiranosa (2@), se obtiene por prime;
ra vez por sintesis quimica, el disacdrido 4-0-f-D-ga-

lactopiranosil-D-galactosa (2).

Por reaccibn de la 2,4-di-O-acetil-1,6-anhidro-f-D-ga-

lactopiranosa (9) con bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil
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-&-D-galactopiranosilo (Z) y posterior acetolisis se -
obtienen los disacaridos peracetilados 1,2,4,6-tetra—-
-9—acetil—3—Q—(2,3,4,6—tetra-g—aéetil—a-g—galactopira—
nosil)—a—g—galactopiranosa (4}) y 1,2,4,6-tetra-O-ace-
til—3—97(2,3,4,6-tetra-g—acetil—B—g-galactopiranosil)—
-a-D-galactopiranosa (42) con rendimientos del 46% y -
14% respectivamente. Ambos octaacetatos se preparan --

por primera vez en esta Tesis.

Por desacetilacibén de la 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-0- -
(2,3,4,6-tetra—9—acetil—a—g—galactopiranosil)—q—g—ga——
lactopiranosa (41) se prepara por primera vez por sin-
tesis quimica, el disac&rido B—Q—a—Q-Qalactdpiranosil—
-D-galactosa (g) unidad terminally determinante antigé

nico de la sustancia especifica de grupo sanguineo B.

Andlogamente, por desacetilacibén de la 1,2,4,6-tetra--
O-acetil-3-0-(2,3,4,6-tetra-0O-acetil-B-D-galactopirano
sil)-a-D-galactopiranosa (43) se obtiene el disacdrido

3-0-B-D-galactopiranosil-D-galactosa (3).

Por reaccidén de la 2-Q0-acetil-1,6-anhidro-g-D-galacto-
piranosa (1}) con el bromuro de«2,3,4,6—tetra—g—acetii
-a-D-galactopiranosilo (Z) en presencia de cianuro mer
clirico se obtienen los disacaridos peracetilados 1,2,

4,6-tétra-O-acetil-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-D-ga-
lactopiranosil)-a-D-galactopiranosa (4%) 52%, 1,2,4,6~

tetra-g—acetil—3—9—(2,3,4,6—tetra-g-acetil—a—g—galactg
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piranosil) -a-D-galactopiranosa (41) 17%, 1,2,3,6-tetra
—Qfacetil-4—gf(2,3,4,6-tetra—gfacetil—a—g-galactopira-
nosil)-oa-D-galactopiranosa (37) 4%. El grupo hidroxilo
axial en C-3 de la 2~-O-acetil-1,6-anhidro-f~D-galacto-
piranosa (1}) muestra asi, una mayor reactividad que -
el ecuatorial en C-4 en la reaccibn de glicosilacibn -
en las condiciones estudiadas, y la'reaccién constitu-
ye un procedimiento répido y conveniente de sintesis -
del disacérido 3-9-B—g—galactopiranosi1-2-ga1actosa -

(4).

El an&lisis de primer orden de los espectros de reso--
nancia magnética nuclear de los disacdridos octaaceti-
lados 1,2,3,6—tetra—9—acetil—4—9¢(2,3,4,6-tetra—2—ace—.
til—a—2~galactopiranosil)—a-g—galactopiranoéa (32), 1,
2,3,6-tetra-0-acetil-4-0-(2,3,4,6-tetra-0-acetil-B-D--
galactopiranosil)-a-D-galactopiranosa (2§) y 1,2,4,6--
tetra-O-acetil-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galacto
piranosil)-o-D-galactopiranosa (42) y la comparacibn -
de los espectros experimentales con los cdlculados por
medio de un programa de c&lcﬁlo indican que los ani- -
llos de galactopiranosa en los tres disacéridos octaa-
cetilados existen en solucidn, preferentemente, en la

conformacién 4C1'
La reaccib6n del bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-

galactopiranosilo (7) con cianuro merclirico en nitrome
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tano da lugar al ya descrito cianuro de 2,3,4,6-tetra-
—g-aceti1—B—Q—ga1actopirandsilo (38) y a la 3,4,6-tri-
O-acetil-1,2-0-(1l-cianoetiliden)-a-D-galactopiranosa -
(§7). Este filtimo compuesto se describe por priméra -
vez en esta Tesis y su aparicidén en la mezcla de reac-
cidén indicada sugiere que en el mecanismo, a través de
ién carbonio, propuesto para las reacciones de glicosi
1acién en estas condiciones, concurre la formacién de
un i6n aciloxonio formado por ataque del oxigeno carbo
nflico del grupo acetoxilo en C-2 sobre el carbono ano.
mérico. La existencia de este ién aciloxonio, que'al -
reaccionar con un alcohol darfa lugar a un glicdsido -
1l,2-trans, explicaria la mayor facilidad de obtencién

de B-galactbsidos en estas condiciones.

13°) En la reaccidn del bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a
-D-glucopiranosilo (}8) con cianuro de plata en xileno

“ se forman, ademis de la 3,4,6-tri-O-acetil-1,2-0-(1-cia
noefiliden)—a—g—glucopiranosa-(35) previamente descri=-
ta por otros autores, isocianuros de 2,3,4,6-tetra—9—
~acetil-oa-D-glucopiranosilo (?5) Yy 2;3,4,6-tetra—9——

-acetil—B—Q—glucopiranosilo (§6). Estos dos iﬁsociagu
ros se describen por primera vez en esta Tesis y la -
presencia del B-isocianuro en la mezcla de reaccién —-
puede constituir evidencia de que loé iones aciloxonio
postulédos como intermedios en el mecanismo propuestos

para las reacciones de glicosilacidén en estas condicio



201

nes, pueden formarse a partir de los B-isocianuros for

mados. en el primer estadio de la reaccibn.

14°) En la reaccibn del bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil--
-a-D-galactopiranosilo (Z) con cianuro de plata en xi-
leno se obtiene una sustancia caracterizada como iso--
cianuro de 2,3,4,6—tetra—g~acetil-BFg—galactopiranosi—
lo (5§); Este isocianuro se describe por primera vez -
en esta Tesis y su presencia en la mezcla de reaccibdn
apoya la hipétesis de la formaci6én del idn aciloxonio,
postulado en las reacciones de glicosilacibn en estas

condiciones, a partir de dicho isonitrilo.

15°) E1 estudio del espectro de resonancia magnética nuclear
de la 3,4,6—tri—9—acetil—l{2—9-(l—cianoetiliden)—a—g——'
glucopiranosa (43), previamente interpretado como indi
cativo en la existencia del anillo de hexopiranosa de
esta molécula en una conformaci6én de bote torcido, in-
dica que la molécula puede también encontrarse con el
anillo de hexopiranosa en una conformacién silla 4C1>-
distorsionada por la existencia del anillo de cinco --
miembros fusionados en cis. En el mismo sentido, puede
interpretarse el espectro de la 3,4,6-tri-O-acetil-1,2

-0-(l-cianoetiliden)-o0-D-galactopiranosa (57).

16°) La desacetilacibn del cianuro de 2,3,4,6-tetra—-O-ace--

til-B-D-galactopiranosilo (38) y de la 3,4,6-tri-O-ace
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til-1,2-0-(1-cianocetiliden)-o-D-glucopiranosa (45) no

conduce a los correspondientes cianoderivados desaceti
lados sino a unos compuestos desacetilados en los que

los grupos ciano se han transformado en esteres metili
cos. Por reacetilacibn de estas sustancias se obtienen
2,3,4,6-tetra-O-acetil-1l-carboximetil-1-desoxi-B-D-ga-
lactopiranosa (79) Yy 3,4,6—tri-9—acétil-1,2—0—(1—carbg
ximetiletiliden)-o-D-glucopiranosa (7%). Ambos compues

tos se describen por primera vez en esta Tesis,
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