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Resumen: En este trabajo se evalia el uso de la espectrometria de masas para elucidaciones estructurales de
glucésidos cardiacos y/o saponinas, relacionando el uso de tal técnica analitica con la aparicién de los glu-

césidos en la naturaleza.

APPLICATION OF MASS SPECTRUM (Ist. Part)

STATISTICAL FUNTIONAL ANALYSIS OF GLUCOSIDES

Abstract: In this phper has been presented the evaluation of the use of mass spectra technique in the struc-
tural elucidation of glucoside compounds in relation with the natural existence of them.

INTRODUCCION

Los glucdsidos (especialmente cardenolidos y esapo-
ninas) constituyen uno de los grupos mds importan-
tes de productos naturales. La razén de su importan-
cia se debe a dos hechos: i) su alta actividad biolégi-
ca, ii) su estructura constituida por dos compuestos
que pertenecen a otras dos familias importantes de
productos naturales: una genina esteroidal o terpe-
noide y una cadena de azicares (oligosacharido). Los
glucosidos han sido por muchos afios tema de trabajo
de varios grupos de investigacién, y han dado como
producto varios trabajos sobre elucidacion estructu-
ral. Sin embargo, en su inmensa mayoria las investi-
gaciones estructurales siguen el tedioso camino pro-
puesto en los afios treinta y modificado en los cin-
cuentas (Wall, 1952). Lo que sorprende, a pesar del
desarrollo de la técnica de la espectrometria de ma-
sas, es un numero relativamente corto de los trabajos
donde se aplica la técnica. Se puede considerar que en
los tltimos veinte afios este campo ha estado practi-
camente desierto (Komori, 1975, 1976). La razén
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principal consiste en el alto indice de peso molecular
de tales compuestos. Para poder eliminar el obstdcu-
lo, en varios casos se propone usar los derivados (ace-
tilados o metilados), o emplear técnicas especiales
(por ejemplo la de desorpcion por efecto del campo -
FID). En ambas instancias existe un problema.
Cuando se usan derivados se necesitan grandes mues-
tras, cuando se emplean técnicas especificas, se re-
quiere una instrumentacién muy especializada. En
cualquier caso, no siempre se cuenta con la muestra o
el equipo.

La intencién de este trabajo es demostrar que en
varios casos la simple técnica de impacto electrénico
(EI) es el instrumento suficiente para elucidacion es-
tructural y que desde el punto de vista analitico se
puede obtener la informacién estructural requerida.

METODOLOGIA

En base a las revisiones bibliograficas y trabajos pre-
sentados anteriomente (Komori, 1975, 1976; Brown,
1969, 1970, 1971; Sheibley, 1965; Merck index, 1974;
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Stawifiski, 1979) se han constituido varios conjuntos
de glucosidos dividiéndolos en grupos de mono-, tri-,
tetra-, penta y poliglucdsidos. Por otra parte se cons-
tituyeron los conjuntos de azicares dividiéndolos en
8 grupos —glucosa, rhamnosa, arabinosa, fructosa,
chinovosa, digitalosa, galactosa y varios. Los con-
juntos de aziicares fueron determinados por la for-
macién de los conjuntos de glucdsidos. Se ha eva-
luado el numero total de 573 glucdsidos de estruc-
turas conocidas, formando cinco conjuntos de glucd-
sidos y cuatro de azicares. El analisis estadistico-
funcional se ha hecho usando la computadora HP-
3150. El niimero total de glucésidos @ de azicares en
cada conjunto se tomé como 100% y se calculd el
porcentaje que pertenece a cada grupo dentro del
conjunto. Las curvas obtenidas se han evaluado des-
de el punto de vista del analisis funcional. Para eva-
luar mas detalladamente las ecuaciones de las curvas,
se hicieron varios conjuntos mezclando al azar los
datos bibliograficos. En todos los casos se compara-
ron los datos experimentales con ocho ecuaciones ti-

po.

RESULTADOS

Los resultados correspondientes a la formacion de las
curvas se presentan en las tablas 1y 2, y en las figuras
1y 2. Los resultados del andlisis funcional se presen-
tan en las figuras 3 y 4 y en las tablas 3 y 4.

DISCUSION

Como se desprende de las tablas 1 y 2 y de las figuras
1 y 2, que presentan los datos porcentuales y los tra-
zos de las curvas de varios conjuntos, el aumento del
numero de glucdsidos totales incrementa el porcenta-
je de participacion de monoglucdsidos (desde 33.3%
hasta 79%) y al mismo tiempo disminuye la partici-
pacion de estructuras mas complejas (tri- o tetraglu-
c6sidos) desde 28.9% a 5% (triglucdsidos) y de 9.5%
a 1.5 de tetraglucdsidos, respectivamente. El unico
aumento en la participacién se demuestra en los pen-
taglucdsidos: de 0% a 0.5%. Esto se explica facil-
mente tomando en cuenta que el aumento de datos
bibliograficos produce invariablemente un incremen-
to en las posibilidades de encontrar estructuras mds
complejas.

Los datos aportados en las tablas 3 y 4 y las figuras
que corresponden al comportamiento de azucares,
ofrecen un panorama distinto. En todos los casos, el
aumento de muestras provoca una pequeiia disminu-
cion de la participacion de glucosa en la construccion
de la cadena de los compuestos a favor del grupo

nombrado como varios. La participacion de otros
azucares es casi la misma. )
El anélisis porcentual permite discutir la opinién

de que la espectrometria de masas (Schulten, 1978)
clasica no sirve para elucidaciones estructurales, da-
da la variabilidad de las cadenas, el alto peso molecu-
lar de los compuestos y la escasa posibilidad de obte-
ner iones moleculares a partir de los tetraglucdsidos
(el peso molecular de altos glucésidos se considera en
el intervalo arriba de 1,200 u.m.). Pero, sin pretender
analizar todos los compuestos conocidos de este gru-
po, se ha demostrado que los glucdsidos mono- y di-
Cuyos pesos moleculares oscilan entre 400 y 600 u.m.,
tienen la mayor participacién. Por otro lado, es bien
conocida la estructura de las geninas (Budzikiewicz,
Djerassi, 1964, 1975) terpenicas y/o esteroidales, asi
como las fragmentaciones de los aziicares comunes
(Waller, 1972), que en este trabajo constituyeron los
conjuntos de 1 a 4. Sin discutir la utilidad de otras
técnicas (FID, derivados, etc.), se puede constatar
que en el 93% la técnica de EI (impacto electrénico)
es suficiente para obtener los datos analiticos necesa-
rios. Mas atin si aumentamos el porcentaje a 98% in-
cluyendo los triglucdsidos, que constituyen apenas el
5% de todos los compuestos analizados.

En el analisis de los conjuntos de oligosacharidos,
la situacién es muy parecida. En la mayoria de los ca-
sos se encuentra la glucosa como constituyente prin-
cipal (Aprox. 60%) de.las cadenas. El segundo azu-
car (rhamnosa) tiene una participacion de 22 a 24%.
Es asi que entre dos azicares tenemos casi 85% de to-
das las distribuciones posibles. En un solo caso (con-
junto 2) se obtuvo la disminucién de la participacion
de glucosa con 48% a favor del grupo denominado
varios (17%), lo cual indica que no se deben descar-
tar posibles complicaciones en la interpretaciéon de
los espectros de masas. Sin embargo (aunque tales
datos no estan incluidos en este trabajo, el grupo de-
nominado varios fue constituido por s6lo 7 aziicares
diferentes. s

Hay que recordar que los conjuntos de glucésidos
(conjuntos de 1 a 4) eran elegidos al azar (el conjunto
5 incluye todos los compuestos analizados). Los con-
juntos de aziicares fueron determinados por la prime-
ra eleccién y los aziicares que componente los con-
juntos corresponden a los que constituyen las cade-
nas de los compuestos incluidos en los conjuntos de
glucdsidos (Tabla 1).

Analisis funcional

Las curvas obtenidas como resultado del analisis de
distribucién porcentual fueron analizadas desde el
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TABLA 1. Distribucién porcentual de varios tipos de glucdsidos

Tipo del Conjunto 1* Conjunto 2 Conjunto 3 Conjunto 4 Conjunto §
compuesto No. % No. % No. % No. % No. %
MONO— 7 333 65 178 72 69.2 95 72 424 74
DI— 6 28.6 17 20.5 23 22.1 25 19.2 92 16
TRI— 6 28.6 1 1.5 7 6.8 9 6.9 40 7
TETRA— 2 95 0 0 2 19 2 1.5 9 15
PENTA— 0 0 0 o0 0 0 1 04 6 1.0

"_POLI— 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0.5
TI‘otal 21 100 83 100 104 100 130 100 573 100
*Conjunto elegido al azar (datos de una sola publicacién - Brown, 1969). Da-
tos correspondientes a esta publicacién no fueron tomados en cuenta en la
formacién de conjuntos de aziicares.

TABLA 2. Distribucién porcentual de azicares

Tipo de Conjunto 1 Conjunto 2 Conjunto 3 Conjunto 4

azucar No. % No. % No. % No. %

Glucosa 70 67.3 72 48.9 109 59.2 481 57

Rhamnosa 20 19.2 35 238 37 20 203 24

Varios* 6 5.8 25 .17.0 15 8 93 11

Arabinosa 6 5.8 8 5.4 9 5 50 6

Fructosa 2 19 3 2 6 3 1

Chinovosa — 2 14 4 2 0.5

Digitalosa — 1 075 4 2 0.4

Galactosa — 1 0.75 1 08 1 0.1

Total 104 100 147 100 185 100 844 100

*Secuencia ordenada por la computadora.

TABLA 3. Datos de anélisis funcional de los conjuntos de glucésidos.
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Conjunto Coeficiente de Valor de Error % de Media de
regresion A B residual error error % error
absoluto | cuadratico
0.999 236 1.19 2.13 3.09 3.34 1.23
4 0.978 398 1.48 17.89 24.8 24.03 6.49
0.989 242 1.23 2.20 3.42 3.60 1.30

*Los conjuntos 1 y 2 fueron eliminados del andlisis.
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TABLA 4. Datos del anélisis funcional de los conjuntos de aziicares
Conjunto Coeficiente de Valor de Error % de Media de
regresion A B residual error error % error
absoluto | cuadratico

2 0.975 84.1 0.66 23.23 35.05 42.0 115
0.970 144.0 0.84 19.0 29.53 33.0 86

4 0.976 87.5 0.69 21.0 33.0 38.0 97

TABLA 5. Algunos valores obtenidos para los conjuntos

Conjunto* . vee
Glucésidos Glucosa Monoglucésido Agi* Bg,
Azicares % % Ay, B,.
3 236 1.19
> 48.9 69.2 1" 2.80 0669 1.77
4 398 1.48
3 59.2 72.0 a4 - 2.76 0.840 1.76
5 242 1.23
- 4 57 7 87.5 2.76 0.69 1.78
xRk hkkh
Valor promedio 58.15 73.8 2.77 1.77

* Conjuntos agrupados a base de estructuras correspodientes (tablas 1 y 2).

** Los valores A, y A4, corresponden a las curvas de glucésidos y aziicares, respectivamente (tablas 3 y 4).
*** Los valores Bg, y B, , corresponden respectivamente a las curvas de glucdsidos y aziicares (tablas 3 y 4).
*e+#* Valores promedio que corresponden a todos los conjuntos.

punto de vista funcional. Los datos obtenidos se pre-
sentan.en las tablas 3 y 4 y en las figuras 3 y 4. En to-
dos los casos las curvas corresponden a la ecuacién:

Y=Axexp(B X X)

Los coeficientes de regresion tienen un valor entre
0.987 a 0.999 para los conjuntos de glucésidos y
0.970 - 0.975 para los azicares. Del anlisis funcional
fueron eliminados dos conjuntos (conjuntos 1y 2) de
los glucésidos, pues el primer conjunto se basaba en
una sola fuente bibliogrdfica y los compuestos ya
fueron de antemano determinados para otros fines.
El conjunto 2 incluye apenas tres tipos de compues-
tos y aunque se han obtenido datos computarizados,
se descartd su uso considerandolos poco confiables.

Significado de las constantes A y B

Al considerar los valores promedio obtenidos como .
resultado de las constantes de las curvas (A y B) de,
los conjuntos de glucésidos y correspondientes a es-
tos conjuntos de azicares, en todos los casos se han
recibido dos coeficientes (factores) llamados “‘facto-
res de frecuencia’’. El primef factor fue calculado co-
mo A, : A, yentodos los casos se obtuvieron valo-
res constantes (aproximadamente 2.8). El segundo
calculado como B, : B, dio un valor numérico tam-
bién constante (1.7). El significado analiticose deter-
mino asi: se toma como 100% el nimero total de los
glucésidos analizados y el promedio de aparicién
porcentual de monoglucésidos (73.8% -ver la tabla
5). Obtenemos:
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(%glucdsidos totales) — (% de monoglucdsidos) =
(% del resto)

100% —73.8% = 26.2%

(% del resto) X (factor de frecuencia) = (% de mo-
noglucdsidos)

26.2 x 2.77 = 73.36

Esto significa que el primer “‘factor de frecuencia’’
determina cuantas veces es mds frecuente encontrar
monoglucésidos que cualquiera otra estructura més
compleja.

VEl segundo ‘‘factor de frecuencia’’ corresponde a
H-estructura de las cadenas de azicares. Si se consi-
dera como 100% el niimero total de azicares y se di-
vide por el ‘‘factor’’, obtenemos:

7 = 58.8

Si se compara con el valor promedio porcentual de
aparicion de glucosa 58.15 (tabla ), se puede consta-
tar que el factor sefiala la frecuencia con que se pre-
senta la glucosa en el conjunto de azucares.

Al analizar la ecuacion de la curva obtenida (curva _
tedrica) aparte de las constantes A y B, anteriormente
analizadas, se determina que si el valor de X — o el
valor de Y = 0, lo que significa que si aumenta la
complejidad de la estructura, disminuye la posibili-
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dad de encontrar esas constantes en la naturaleza. Si-
guiendo la ecuacién, la posibilidad de encontrar los
pentaglucdsidos es menor de 1%.
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Fig. 1. Curvas de distribucién de glucdsidos.
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Fig. 2. Curvas de distribucion de azucares. (Secuencia, ver tabla 2).
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Fig. 3. Ejemplo de anélisis funcional de glucdsidos.
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Fig. 4. Ejemplo de andlisis funcional de azicares.

CONCLUSIONES

1. El andlisis estadistico-funcional de los conjuntos
de glucdsidos permitié establecer que los glucdsidos
tipo cardendlidos y/o saponinas con geninas este-
roidales y/o terpenoidales que se encuentran con ma-
yor-frecuencia, son los monoglucésidos. Las estruc-
turas mds complejas (tri- y mds) no constituyen ni
el 8%.

2. Los aziicares encontrados mds a menudo son
los simples (glucosa, rhamnosa), bien conocidos en la
espectrometria de masas.

3. No se sostienen los argumentos que se presen-
tan en la bibliografia del tema (Schulten, 1978), es

decir, que la técnica de EI no sirve para determina-,
ciones estructurales de esos compuestos, sin descartar”
el hecho de que aun los glucésidos mas “simples”'
presentan fuertes problemas analiticos.

4. Las ecuaciones obtenidas durante el andlisis
funcional demuestran que las constantes tienen el sig-
nificado analitico indpendiente de la técnica EI.

5. Dados los conocidos adelantos en el campo del
analisis de los compuestos esteroidales, triterpenos y
azicares (técnica de espectrometria de masas) (Wa-
ller, 1972; Budzikiewicz, Djerassi, 1964, 1965), es po-
sible establecer la determinacion estructural mediante
la técnica EI por lo menos en el 90% de los casos
(anélisis de mono-, di-, o triglucdsidos).
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