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PROLOGO

-Este .informe de trabajo est4 dirigide a alumnos que ya: terminaron la®
licenciatura.o se encuentran estudiando alguna maestrfa en Quimica. No pretende ser
un trabajo exhaustivo o -una revisién bibliografica completa sobre: ninguno de los

temas tratados en él.

Se espera que el lector esté familiarizado con conceptos fundamentales de
espectroscopfa como energfa, frecuencia, momentos t}\agnéiicos, emisién de pulsos,

transformadas de Fourier, etc.

En la introduccién se abordan las técnicas de espectroscopfa de manera general,
describiendo su aplicacién para el andlisis quimico. Se enfoca de manera particular a Ia
espectrometrfa de masas acoplada a la cromatograffa de gases y a la resonancia
magnética nuclear; por ser estas técnicas espectroscbdpicas las que proporcionan mayor
informacién estructural; se profundiza principalmente en resonancia magnética
nuclear, haciendo hincapié en la resonancia magnética en dos dimensiones por ser

una de las técnicas que mas se emplea hoy en dfa.

El capitulo I trata de la aplicacién de la espectroscopia de masas acoplada a la
cromatograffa de gases, en el estudio de los constituyentes del aceite esencial de
"Chapote amarillo”. Este trabajo se realizé en colaboracién con la Dra. Martha Albores

de Ja Facultad de Quimica y la M. en C. Leonora Sinchez de la EN.E.P. Zaragoza.

E! capftulo II aborda los trabajos realizados para la elucidacién estructural de
productos naturales empleando resonancia magnética nuclear y el papel primordial

que cumple esta técnica. Se menciona en particular los trabajos realizados con el grupo



de la Dra; Rachel Mata de la Facultad de Quifmica.

’ EIV éépﬂulo T discurre sobre los trabajos que se han realizado con sustancias de
ft;terés‘éienlfﬁco. En una primera fase, la separacién de los isémeros geométricos del
cfs_, trans 2-carbetoxi-3-fenil-3-metil oxirano En una segunda fase, los estudios
é_fééh.;ados para tratar de encontrar las posibles conformaciones del 1, 2-propanodiol y

el'l, 3-propanodiol en disolucién.
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METODOS ANALITICOS MODERNOS EN EL ESTUDIO DE ESTRUCTURAS
ORGANICAS L i

. INTRODUCCION

B En nuestros dfas serfa muy diffcil ‘concebir el trabajo del qufmico sin el uso de
técnicas eéspectroscépicas y cromatograficas. La resonancia magnélica nuclear, la
espectrometrfa de masas, los rayos X, la cromatograffa liquida de alta eficiencia, la
crématogra[fa de gases, son las técnicas que més se emplean hoy en la separacién y
elucidacién estructural de compuestos orgénicos e inorgénicos. Todos estos métodos
en sus inicios se estudiaron esencialmente como fenémenos ffsicos y su aplicacién al

anélisis quimico fue limitada y quiz4, insospechada.

La espectrometrfa de masas (EM) fue una de las técnicas espectroscépicas que
tuvo su inicio a principios de siglo, pero no fue sino hasta después de la Segunda
Guerra Mundial cuando comenzé a aplicarse al analisis quimico. Esta técnica es hoy
muy valiosa para la investigacion quimica. El determinar la masa molecular y la
interpretaci6én de los fragmentos moleculares permite, en muchas casos, establecer la

estructura quimica, permitiendo asf, caracterizar una gran cantidad de compuestos’.

La EM ha tenido mayor auge por la versatilidad que se puede lograr al acoplar
estos equipos a cromatégrafos de gases ya que se resuelven dos problemas que en
quimica se presentan normalmente asociados: la separacién y la caracterizacidn de

compuestos en una mezcla.

Por otra parte la cromatograffa de gases (CG) tiene la desventaja intrfnseca de



que los picos cromatogréficos per se no constituyen una prueba de identidad estructural
quimica. El uso de estdndares internos se extendié enormemente para lograr la
identificacién de los picos cromatograficos, pero con frecuencia, en las mezclas de
sustancias complejas la probabilidad de encontrar picos que no pueden ser comparados
con un estindar es alta y, en consecuencia, puede ser elevado el nimero de
compuestos que no se identifiquen. Se requiere de gran experiencia, acumulada en

muchos afios, para poder asignar un mimero aceptable de estos picos.

Con el desarrollo de las columnas capilares, el problema de identificacidon se
incremento atn més. Los picos de sustancias de tiempo de retencién similar, y que
aparenlah ser un sélo pico en condiciones de baja resolucién, se resuelven mejor en
las nuevas condiciones de separacién de las columnas capilares y el resultado es

obtener un nimero mayor de picos cromatograficos debido a la mejor separaci6n.

Los sistemas acoplados de cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-
EM) resolvieron la mayor parte del problema y abrieron nuevos campos de

investigacion.

Aunque la espectrometria de masas acoplada a la cromatografia de gases ha
servido para la identificacién de un gran nimero de compuestos, en muchos casos se
tienen ambigiiedades en la caracterizaci6n de los picos cromatograficos. Este es el caso
de muchos isémeros que tienen pricticamente el mismo espectro de masas. En
nlgunos, es posible diferenciarlos por las abundancias relativas de las sefiales, pero en

muchos otros no es posible hacerlo.

La forma natural de caracterizar los picos cromatogrificos es mediante la
interpretacion de los espectros de masas. Pero dada la variedad de sustancias
desconocidas que es posible encontrar en muestras, como son: fluidos biol6gicos,

contaminantes, aromas, etc. se han acoplado, computadoras a los sistemas de CG-EM



" con el fin de faci']'itabrula caracterizacién de los picos. Para su anlisis se compara el o los
especti’ésy obtenidos con un banco de datos de espectros de masas de compuestos
cbnqcidos. i.a cdfnpuindora compara y elige los espectros méas parecidos al obtenido; en
esie, momento el quimico, conociendo la procedencia de la muestra y datos previos,
hace el anélisis caracterizando los compuestos; si atin quedan picos sin identificar se
puede recurrir al uso de estAndares. De otra manera es necesaria la separacién
preparativa de Ias sustancias y realizar su caracterizacién mediante la ayuda de todas

Ias técnicas espectroscépicas disponibles.

Cuando se tienen componentes de mezclas en baja concentracién y es factible
obtener sus espectros de masas, el sistema CG-EM es de gran utilidad, ya que en ciertos

casos es posible caracterizarlos sin ambigiiedad?,

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

En la instrumentacién analftica moderna se han incorporade las
computadoras, déndoles versatilidad, confiabilidad, rapidez y la posibilidad de incluir
experimentos que requieren de precisibn elevada para la realizacién de los

experimentos. Este es el caso de la resonancia magnética nuclear (RMN).

La RMN es la técnica espectroscépica que mds se ha desarrollade en l;)s
tiltimos veinte afios con ¢l empleo de los equipos de transformada de Fourier y la
adopci6n de imanes superconductores; estos equipos han aumentadoe la sensibilidag,
la dispersidn espectral y posibilitan el estudio de moléculas cada vez mis complejas.
En los inicios de esta técnica se observé que el incremento en el campo magnético
lograba la resolucién de muchas sefiales que se observaban sobrepuestas al emplear

imanes de induccién pequeitos, En sus inicios la RMN dispuso de instrumentos con



campos magnéticos de alrededor de 0.7 T. Con el uso de imanes éubércondudoreg se
dispone actualmente de campos magnéticos de 14.1 T en los cuales la RMN dei 1H
ocurre empleando radiofrecuencias (rf) de 600 Megahertz (MHz). Este no'es el i(mile de
los campos magnélicos que pueden ser generados; sin embargo para la RMN, sf
constituye hoy un lfmite natural por dos razones: la orientacién molecular que ocurre
a campos magnéticos altos y el calentamiento de la muestra como resultado de la

proximidad de la frecuencia a la regi6n de las microondas.

Los logros alcanzados, las separaciones de las sefiales y los resultados obtenidos
con los equipos con campos magnéticos mayores de 4.7 T en los espectros de 'H son
ilustrativos de la ganancia que en términos de informaci6én espectral han adquirido los
quimijcos con la adopcién de estos avances tecnolégicos. En la RMN de 13C, el uso de
estos equipos no tienen la funcién principal de evitar la sobreposicién de seiiales; esto
es poco probable debido a que este niclec posee una ventana espectral veinte veces
mayor que la del hidrégeno. El mayor problema en el anélisis del espectro de 13C, es la
asignacion inequivoca de las sefiales. En la préctica normal siempre se analiza el
espectro de 13C y el de 'H mediante correlaciones con estructuras semejantes. Para
predecir el desplazamiento qufmico de estos niicleos se dispone de parimetros de
aditividad utilizando como base de comparacién los desplazamientos quimicos de
sustancias parecidas cuya asignacién espectral es la més segura posible. La estimacién
del desplazamiento quimico de un carbono se realiza considerando el efecto de los
sustituyentes en las posiciones a, B y v, principalmente. La magnitud de cada tipo de
contribucién es normalmente de caracter semi-empirico. A pesar de ello, 1a asignacién
de muchas sefiales en ciertas regiones donde coinciden muchas de ellas era muy

ambiglia y contfnuamente se asignaban erréneamente”.

Para disponer de una metodologfa experimental que permita obtener

informacién espectral para la asignacién inequivoca de las sefiales’ en RMN, se han



estudiado secuencias de pulsos donde la excitacién y evolucién de los sistemas de
espines es procesada para obtener informacién espectral que debe cumplir con dos
requerimientos esenciales: sensibilidad y selectividad. Estas metodologias comprenden
actualmente el uso de secuencias de pulsos unidimensionales y bidimensionales. Estos
experimentos s6lo son posibles de realizar con el empleo de equipos que utilizan el
modo de excitacién de pulsos, convirtiendo la respuesta del sistema de espines

nucleares del dominio del tiempo al dominio de frecuencias mediante una operacién

matemética conocida como transformada de Fourier.

Secuencias Unidimensionales*®

Las secuencias de pulsos uniairﬁEnsionales son aquellas que emplean mis de
un-pulsa y tiempﬁs de evoluci6n constantes para obtener, en primera instancia una
disminucién libre de la induccién. (free induclion decay, fid) en funcién de la
intensidad de la energfa y el tiempo y posteriormente mediante una transformacién
de Fourier, obtener un espectro en funcién de absorcién y frecuencia. Existe una gran
variedad de secuencias unidimensionales, pero solamente se describir&n dos. Se
seleccionaron por su amplio use en la caracterizacién de compuestos y asignacién de
sefiales en los espectros de 13C*: “Attached Proton Test” (APT) y "Distortionless

Enhancement by Polarization Transfer" (DEPT).
Como modelo de uso general para la descripcién de los cambio que ocurren en
la magnetizacién de los momentos magnéticos nucleares se utiliza el modelo que se

representa en la Figura 1, donde el sistema de coordenadas corresponde al modelo

rotante.



APT?
Esta séédéqzii piemiile obtener un’espectro de 13C con las sefiales de los

metilos y‘ de 1os ‘metinos invertidas, mientras que las sefiales de los metilenos y los

carbonos cuaternarios se obtienen - en posicién normal.
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Figura 1. Representacién esquemdtica de la magnetizacién de los espines
nucleares en un sistema de coordenadas rotantes suponiendo que el pulso de
excitacién se aplica exactamente en la mitad de las f{recuencias. a) La
magnetizacién macroscépica resultante de los diferentes momentos
magnéticos nucleares (My) en la posicién de equilibrio, al momento de ser
aplicado un pulso de radiofrecuencia (By); b) la medificacién de M, (My)
después de aplicar un pulso de 909; ¢) evolucién de My en sus componentes de
frecuencias distintas; en la figura se enfatizan las componentes del
desplazamiento quimicos y del acoplamiento.



La secuencia de pulsos es la siguiente:

pw LI B
AR - al
Beo.d J e _‘ g2

d2

Encendido

Apagado

donde d1 ("delay" 1) es el tiempo requerido para que los momentos magnéticos de los
carbonos se encuentren en estado de equilibrio; pw (“pulse width") es la duracién del
pulso que coloca en el plano xy (90° de la direccién z) a los momentos magnéticos de
los diferentes carbonos agrupados en una magnetizacién global o macroscépica. En ese
momento se apaga el desacoplador que actia sobre la zona de resonancia del
hidrégeno para permitir el acoplamiento 'H-13C. En esta forma se generan momentos
magnéticos que precesionan con diferentes frecuencias. El tiempo d2 ('delay” 2}
corresponde a la espera necesaria para que ocurra la inversién de la fase de las sefinles
de los carbonos enlazados a un mimero non de hidrégenos; las sefiales de los carbonos
unidos a un nimero par de hidrégenos permenecen en posicién normal. El pulso pl
("pulse” 1) es un pulso de 180°, que junto con el mismo tiempo de evolucién d2,
permite reenfocar aquetlas sefiales que no tienen la misma frecuencia de oscilacién
que la referencia. De esta forma, la posible asincronfa de las frecuencias no afecta el
resultado del experimento. Inmediatamente después del tiempo d2, comienza la
adquisicién de datos con una duracidn at ("aquisition time"). La nomenclatura
empleada (d1, pw, d2, pl, at) corresponde al nombre de los pardmetros utilizados en

los equipos Varian, que son los més utilizados en México.



DEPT®

Este ‘experimento consta de tres secuencias que se representan con las
siguientes secuencias de pulsos:

: : Ll )
3 ¢ ﬂ d2 u d2 at
- : I 2'pp ]
d1 d2 d2 d2
. 'H

donde pw es el pulso de 90° para los carbonos, d2 es el tiempo correspondiente a

1/2*Y1c y pp ("proton pulse”) es el pulso de 90° del desacoplador. © corresponde a la
longitud del pulso necesaria para que ocurra la transferencia de la polarizacién
apropiada a las caracterfsticas de la evolucién de cada tipo de carbono, i. e. CH, CHy 6

CHaj. Los valores que puede tomar son:

a) ©=1/2 * pp con lo cual en el espectro s6lo aparecen las sefiales de los
carbonos unidos a hidrégenos; los carbonos que no aparecen son, por omisién,
carbonos cuaternarios. Esto se debe a que el incremento de la polarizacién de los
carbonos se realiza a través de los hidrégenos. Asf, los carbonos del CDCl3, que no -

poseen hidrégenos unidos, tampoco aparecen en este espectro.

b) 9=pp, donde sélo aparecen los carbonos unidos a un hidrégeno. Esta )
secuencia se repite dos veces para lograr la completa anulacién de los metilos y

metilenos.

c) ©=3/2 * pp donde aparecen las sefiales de los CH y CH3 en for‘m,a/n_qm'\ y -

las de los CH, aparecen invertidas.

Al efectuar las sumas y restas de espectros en forma adecuada,.




cuatro espectros, donde en el primero aparecen todas las sefiales de los carbonos
unidos a hidrégenos, en el segundo sélo los CH, en el tercero sélo los CH; y en el
cuarto los CH4 tinicamente; finalmente todos estos espectros pueden trazarse con las
intensidades de las sefiales positivas. Este procedimiento se conoce como “edicién
espectral" y en algunos casos se ha automatizado y forma parte de una rutina en las
computadoras de los espectrémetros. Asf, DEPT también ha generado un nuevo

acrénimo, "ADEPT" al ser precedido por la'palabra "Automatic”.

sugerida por. primer pero no" fue sino.hasta 1975 que se

._reportaron los primeros

cuatro png(bdos de:tiemp

1~ l’repax;a'ciér;:

La etapa de preparacién es el tiempo que transcurre para que todos los
momentos magnét'icos de los niicleos en estudio adquieran una posicién de equilibrio
o retornen a ¢l después de haber sido excitados. La rapidez con la que esto ocurre esta
gnﬁernada por las caracteristicas de relajacién que posea la especie isotépica de que se
trate. Esta caracterfstica de un sistema de espines se describe como T; y es especifica
para cada tipo de nicleos en una molécula. Ty es también una medida de la rapidez
con que un sistema de espines adquiere o retorna a su posicién de equilibrio'>. Este

tiempo corresponde al tiempo di.
2.- Evolucién:

Este perfodo comienza después de haber aplicado el primer pulso de rf; los

vtev'lipo de resonancia involucra . .

1



momentos- magnéticos de los. stomos cambian su orientacién con respecto a la del
éampo magnético B. En este perfodo se incluyen: variaciones en los tiempos de espera,
- que permiten una evolucién controlada de los espines nucleares. Este tiempo, llamado
t1 (que es diferente a Ty) , va variando desde t1=0 hasta un valor definido para obtener
una coleccién de “fid's", cuya diferencia reside en una variacién sistemética de la
evolucién de los sistemas de espines. Estos datos son una funcién de tl y es la
responsable de la RMN 2D. Para la explicacién de este tipo de RMN se ha realizado un
cambio en la nomenclatura, ya que la mayoria de los libros y artfculos que tratan sobre
el tema se emplean frecuentemente los términos t1 y t2, que corresponden

respectivamente a los tiempos d2 y at utilizados en este trabajo.

3.- Mezclado:

Al final del tiempo de evolucién, se puede optar por aplicar nuevos pulsos y/o
esperar cierto tiempo, que ser4 constante para toda la coleccién de "fid's". Se intenta
que los diferentes espines interaccionen entre ellos durante este perfodo. No en todos
los experimentos bidimensionales existe este perfodo de mezclado.

4.- Deteccion:

Finalmente, la respuesta magnética del sistema como funcién del tiempo es
recibida en la forma de "fid’s" acumulados. Cada uno de estos espectros, como funcién

del tiempo 12 y de la energfa, es idéntico a los espectros unidimensionales.

A medida que se varfa el tiempo de evolucitn t1, se obtienen diferentes "fid's"

de la forma:
Stz ty)

donde t2 representa el perfodo de deteccién normal en cada “fid" (constante) y t1, la

duracion especifica del tiempo de evolucién variable y el “;” indica que los sfmbolos a

12



la izquierda son variables y los de la dereéha son pardmetros.

El espectro S, en su acumulacx()n ongmal depende de dos tiempos v. gr. t2 y
1. La transformada de Fourier con respec!o a2 proporciona una coleccién de espectros

unidimensionales que deflnen una frecuencxa (F2) y que contienen modificaciones

periédicas de las sefiales. chhns modx cacmnes a su vez, son funcién de tl.

Para obtener los espectros de los fid’s acumulados, se requiere efectuar ia

transformada de Founer. : - ‘. :
' (bfz 'h) = S(Fy ).

En esta forma se lendrfa una serie de espectros con variaciones peri6dicas en

las intensidades dé las sefales.

Estos espectros poseen informacién de las variaciones en“tl, pero para que la
informacién obtenida sea susceplible de. interprelarse, 'se requiere aplicar una

transposicion de la forma:
S(Fz; 1)) - Sy Fa),

obtieniéndose nuevamente funciones sinusoidales para cada frecuencia procesadas

con la primera transformada de Fourier.

Asf es posible volver aplicar una segunda transformada de Fourier:
S(ty; F2) - S(Fy; Fy),

obteniendo el espectro en dos dimensiones como una funcién de frecuencias y no de
tiempos, como se tenfa en un principio. Esta representacién en funcién de frecuencias
en ambas dimensiones corresponde a la forma ripida de representacién espectral. Las
frecuencias de cada dimensién pueden corresponder a desplazamientos quimicos i. e.

8 vs. 3 homo o heteronucleares, a desplazamientos quimicos vs. acoplamientos i. e. 8

13



vs.] o a efectos especiales como ‘desplazamientos qufmicos  vs.. efecto ‘nuclear

Overhauser®.

Existe actualmente del orden de 500 experimentos bidimensionales', que

corresponden esencialmente a variantes o combinaciones de estos tres casos.

Una representacién esquematica de las funciones se representa en la Figura 2.

7 %1 R_',Clwv_’.’b..

Figura 2. Representacién de la RMN 2D. Se acumulan ni fid’s los cuales
tienen una dependencia del tiempo de evolucién (t1) y la dependencia
normal del tiempo t2. Al efectuarse la primera transformada de Fourier para
todos estos fid’s se obtienen diferentes espectros con oscilaciones peritdicas
que son funcién de t1. Se efectda la transposicién para todas las frecuencias
del espectro para representar en funciones la dependencia de t1; se deben
obtener tantos fid’s como mimero de puntos haya en los espectros obtenidos;
se ejemplifica en particular tres frecuencias: f, fy y f3. A estas funciones se les
aplica nuevamente una transformada de Fourier, ahora empleando come
parémetro t1; obteniéndose asi la representacién interpretable del espectro en
funcién de F; y Fy.

Los experimentos de RMN 2D més empleados para determinar estruciuras

orgénicas son:

14



CcosYs:

Estas siglas cqrreéponde el acrénimo mglés de "COrrelated SpectroscopY”. Con
esla secuencia’ se obtienen espec!‘ros‘en dqé'dim’ensiones y permiten conocer el
acoplamiento entre los difer’entes:hidrd'g‘ér'\:os en ”]’a. molécula y por tanto las
conectividades entre ellos. F.sencialmehie, el experimento COSY proporciona en un
s6lo experimento toda la informacién ;ncérca de los acoplamientos entre todos los

hidrégenos de la molécula. Esta informacién es la misma que se obtendria de un

experimento unidimensional en el cual se realiza la irradiacién de todas las.

frecuencias y se registra cada uno de los espectros resultantes. En la practica esto

involucra una gran cantidad de tiempo de instrumento y de ahf, la ventaja de emplear.

el experimento COSY.

La interpretacién de este tipo de espectros se obtiene graficando tanto en las
ordenadas como en las abscisas el desplazamiento qufmico de los protones. En ¢l
aparecen las interacciones que afectan el desplazamiento y acoplamiento de los
hidrégenos. En este sentido, si un niicleo a 5 ppm esta acoplado con otro a 4 ppm
aparecerdn sefiales en las coordenadas: (4,5) y (5,4) como resultado del acoplamiento de
estos hidrégenos; también aparecen sefales en las coordenadas (4,4) y (5,5) debido a la
interaccién de los 'H con ellos mismos. Si ademds hubiera un acoplamiento del
nicleo con desplazamiento qufmico en 5 con uno en 2 ppm, tendrfamos sefiales en
(5.2) 'y (2,5). Como consecuencia de ello los espectros obtenidos son simétricos por la
diagona]. En esta forma se pueden determinar en un sélo experimento las
conectividades de todos los protones de una molécula. Esta es una forma sencilla de
encontrar las correlaciones entre los protones de una molécula, en vez de la forma
tradicional de desacoplamiento selectivo, la cual no puede realizarse cuando las

seflales de los protones se sobreponen o se encuentran muy cercanas.



La sea;enciq de'pulsos de este,e'xperimex’\t’o es:

donde pw es el pulso de 90° de hidrégeno y d2 es el tiempo conocido como tiempo de
evolucién, Este tiempo es el causante de generar la informacién necesaria para

producir una de las dos dimensiones.

Una de las desvenlajas que liene la secuencia ilustrada es que los
acoplamientos pequefios no se observan claramente, por tal motivo se modific6 esta
secuencia. Esta variacién consiste en disminuir el segundo pulso de 90° a un pulso de
459, con lo que el tiempo de mezclado entre las transiciones no correlacionadas
directamente se ve reducido, incrementando las seflales con acoplamientos directos.
Esta modificacién en la secuencia de pulsos gener6 el nombre de COSY 90 cuando se

emplea el pulso de 90° y COSY 45 cuando este pulso se reduce a 45045,

HETCOR?

HETCOR, "HETeronuclear CORrelation”, genera un espectro no simétrico a
diferencia del COSY, donde se obtiene la correlaci6n entre los nicleos interactuantes v.

gr. carbonos e hidrégenos a los que estd unido. El espectro HETCOR de 13C-1H se

obtiene graficando en una de las coordenadas el espectro de 13C y en otro el espectro de

JH. La interaccién entre ambos es observada por los contornos que correlacionan

posiciones especificas de cada una de las escalas.



La interpretacién de este espectro es similar a la del COSY; donde aparecen las
sefiales, indica que el carbono con el desplazamiento quimico definido por la sefial esta
unido al hidrégeno a un enlace de distancia, con el desplazamiento qufmico

correspondiente.

Existen diferentes secuencias para obtener este tipo de espectros, siendo la mas

empleada:

En esta secuencia, d2 es el tiempo de evoluci6n y estd definido por el inverso
de las constantes de acoplamiento promedio a un enlace de distancia entre carbono e
hidrégeno. Esta secuencia de pulsos es muy util cuando se tiene completamente
asignado uno de los espectros, ya sea de 'H o de 13C, y autométicamente queda

asignado el otro espectro como producto de la correlacién entre 1Hy 13C.

XCORFEY

En 1985 Reynolds y coautores'? describieron un nuevo experimento de
correlacién heteronuclear de largo alcance llamado XCORFE, "X-nucleus CORrelation
with Fixed Evolution time", para establecer las conectividades por medio de
modulaciones de transferencia de polarizacion indirecta a través de acoplamientos 'H-

'H. En este experimento se suprime la correlacién 13C-1H a un enlace de distancia y
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‘permite observar la correlacién 13C-C-1H y 13C-C-C-1H i. e. a dos y tres enlaces de
distancia, logrando asignaciones totales de sefiales de 13C en moléculas complejas. Con
este tipo de correlaciones es més sencillo conocer la estrutura de una molécula, ya que
la informacién obtenida del COSY no considera carbonos cuaternarios; este
experimento encuentra correlaciones con estos carbonos siempre y cuando existan

hidrégenos hasta tres enlaces de distancia.

Este experimento de dos dimensiones permile la asignacién no ambigua de
carbonos cuaternarios. La asignacién de estos carbonos se realizaba anteriormente con
base en correlaciones empfricas comparando los desplazamientos quimicos con los de
sustancias muy parecidas; lo cual ha provocado numerosos errores de asignaci6n o
esta queda, frecuentemente, indeterminada. Con este experimento se logra observar,
en algunos casos, la multiplicidad del acoplamiento YH-13C del carbono vecino. En esta

forma se pueden diferenciar las sefiales a dos enlaces de distanciade las de tres enlaces.

Otra secuencia muy usada para determinar correlaciones a larga distancia entre
hidrégenos y carbonos es la llamada COLOC'® (Correlation spectroscopy via 1L.Ong
range Couplings). Esta secuencia determina las correlaciones a dos y tres enlaces de
distancia entre hidrégenos y carbonos empleando la transferencia de polarizacién a
través de las constantes de acoplamiento pequefias con un desacoplador de banda
ancha. La diferencia entre la secuencia XCORFE y COLOC se encuentra en que emplean
diferentes secuencias, con la ventaja de que la XCORFE permite dicernir por el tipo de
sefial entre las de dos, de las de tres enlaces de distancia, exceplo para carbonos

cuaternarios™.

Con estas técnicas, el quimico posee todo un arsenal de recursos para realizar
estudios estructurales y conformacionales. El empleo de estas técnicas, de manera
conjunta, facilita el estudio y aumenta el conocimiento sobre la estructura y

propiedades moleculares.
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. CcapiTULO I

Uno de los sistemas analfticos acoplados més populares y de mayor uso hoy en.

dfa es el sistema acoplado CG-EM. Este sistema permite tener una idea muy acertada o
caracterizar con toda precisién los constituyentes de una mezcla, que puede ir desde lo
muy sencillo hasta lo muy complejo. La identificacién de los componentes se basa en:
la separacién mediante CG y en la caracterizacién de los constituyentes por EM.
Inmediatamente después de haberse separado los componentes, estos son
incorporados al espectrémetro de masas. Para este propésito las columnas capilares
han introducide la gran ventaja de que la cantidad de sustancia que se separa es
comparable aproximadamente a la requerida para poder realizar los espectros de
masas. La cantidad de sustancia total requerida para efectuar el anélisis es mfnima y
corresponde a la necesaria para efectuar entre cinco y diez inyecciones en el
cromatégrafo de gases-espectrémetro de masas. También con esta técnica es posible
caracterizar sustancias que se¢ encuentran en baja proporcién en una mezcla

determinada.

Una aplicacién comun de este sistema acoplado es el anélisis de aceites
esenciales; éstos tienen como principales componentes monoterpenos, sesquiterpenos

y/o compueslos arométicos simples.
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Definicién del problema:

Con el objeto de entender el efecto de atraccién que posee el citrico llamado
“Chapote amarillo” (Sargentin gregii) sobre la mosca mexicana que plaga este fruto'®
poniendo sus huevecillos sobre la semilla, se particip6 en este proyecto de

investigaci6n®.

Se recolecté y trabajé la planta para extraer los aceites esenciales de hojas,
frutos y semillas para analizar sus constituyentes y tratar de encontrar cudl o cuales de
ellos son los r‘esponsables de la atraccién de este insecto hacia la fruta. El trabajo de
extraccién se llev6 a cabo en el Departamento de Quimica Orgéanica de la Divisién de

Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica de la U.N.AMZ,

El problema analftico consisti6é en utilizar lo que se consider6 como la técnica
disponible méas adecuada para separar y caracterizar los diferentes componentes del
aceite esencial y de esta forma, conocer cuél de ellos era el responsable de la atraccién
del insecto. La técnica para realizar este andlisis fue el sistema acoplado de

cromatograffa de gases-espectrometria de masas.

Experimentacién y Resultados:

Para analizar el aceite esencial del “chapote amarillo” se us6 un cromatégrafo
de gases Hewlett-Packard modelo 5840A acoplado a un espectrémetro de masas
modelo 5985 utilizando dos columnas capilares: de trifluoro-propil-siloxano (RSL-400)
de 30m X 0.32mm y de metil-silicon de 25m X 0.32mm con un sistema split ajustado
1/100, empleando un programa de temperaturas de 50° a 240° a 5°C/min, con una
temperatura de inyector de 210°C y 240°C de temperatura en la interfase; la cAmara de

ionizacién se ajusté a 2400C, el voltaje de ionizacién del espectrémetro fue de 70eV y
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-~ se adquirieron los espectros de masas de 33'a 600 uma cada 0.3 s (ver Cromatograma 1),

La columna de RSL-400 se utiliz6 por ser una de dos columnas con que se

“cuenta y es itilizada para separar en forma adecuada monoterpenos?'. El programa de
temperaturas que se empleé son aquellas condiciones a las cuales se tiene la
informacién para poder efectuar comparaciones con los tiempos de retencién de
compuestos ya estudiados. Este programa de temperaturas se establecié porque a
temperaturas bajas es posible separar los monoterpenos poco retenidos; la velocidad
en el incremento de la temperatura es lenta para permitir la separacién de compuestos
con tiempo de retencién intermedio entre los monoterpenos y los sesquiterpenos. La
témperakura de 240°C se estableci6 por ser la temperatura maxima recomendada por el

fabricante.

Todos los espectros de masas obtenidos se cotejaron con el archivo de espectros
de masas de compuestos orgéanicos del National Bureau of Standards (NBS), provisto
por el Software del sistema, para encontrar aquellos compuestos con espectros de masa
lo més parecidos posibles con los obtenidos en la muestra. Estos resultados, junto con
el analisis previo de los espectros y la busqueda de informacién y confrontacién con

tablas, permitieron la caracterizacién de la mayorfa de los picos cromatograficos.

En la bisqueda de los espectros de masas més parecidos, la similitud de dos
espectros se mide por la suma de las probabilidades de obtener los mismos picos en
una muestra, ponderados por la masa y la ocurrencia de esos picosn. Por ejemplo, si
un espectro de masas tiene el fragmento 43, la probabilidad de ocurrencia de este pico
en otros compuestos es muy alta, por lo tanto el valor de k para este fragmento es
pequefo, pero si existe el fragmento 446 la probabilidad de ocurrencia es baja por el
hecho de tener una masa mayor, por tanto el valor de k es alto. La mayorfa de los

compuestos estudiados obtuvieron el maximo valor de k.
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Los tiempos de retencién y porcentajes se listan en la Tabla 1.

No. Nombre tR 100% 16n M* } Proporcién
. (%)
1 |a-Pineno 20 93 136 21
2 }Limoneno 32 68 136 3
3 |p-Cimeno 41 119 134 2
4 }2,4,6-Trimetilpiridina 5.0 121 121 4
5 12,3,5-Trimetilpiridina 52 121 121 3
6 {eissOxido de linalool 72 59 154 8
7 {trans-Oxido de linaloo} 8.0 5% 154 3
8 |Desconocido 11.5 81 204 18
9 |B-Cariofileno 13.0 41 204 4 ‘
10 |f-Cubebeno 14.8 161 204 16 e

Tabla 1. Constituyentes del aceite esencial de la fruta del Chapote amarillo
y caracterfsticas de estos compuestos.

Para realizar la caracterizacién de los diferentes compuestos del aceite esencial
los espectros de masas se analizaron de la siguiente forma: el del a-pineno se
confronté con el archivo de datos disponible (NBS) y se comparé con el espectro y el
tiempo de retencién obtenido del principal constituyente del aceite esencial de Pinus
mactezumae procedente de Michoacan?®; el mismo procedimiento se siguié con el
espectro del limoneno, utilizando ahora el aceite esencial de limén y naranja'; para el
cariofileno se empled el aceite esencial de clavo!; el p-cimeno se compar6 con el aceite
esencial de estafiate; Jos éxidos de linalool al igual que el y-cubebeno se confrontaron
con Ia base de datos y con tablas de espectros de masas®* ya que no pudieron
conseguirse esténdares, pero en este caso la comparacién del espectro de masas con el

de la base de datos es idéntico (ver Espectro 1 y posibles estructuras de la fragmentacién



del espectro de masas:del

'y-cubebeno en el Anexo 1), para la 2, 4 6—mmehlpmdma yla )
2',3,5;lrhnélilp;}idx compararon tambxén con esl{mdares :

ngiin dmco ‘__abfan reportado

mpo de relencxén de 11:5 min en RSL-400
agv entos 1mporkantes de 161 y 123 m/z

: La 151gnac|6n de la mayorfa de los picos cromatograficos en este trabajo se
reallzé con la ayuda de la base de datos del sistema Hewlett-Packard GC-MS 5985
. Syslem. La caracterizacién relativamente rapida y confiable de los picos
cromatograficos habrfa resultado practicamente imposible si no se hubiera contado con
esta base de datos. Sin embargo, aunque se tengan los espectros de masa de los
compuestos a caracterizar y los espectros del banco de datos, es conveniente que se
recuerde que existen isémeros que poseen el mismo espectro de masas; esto genera, en
alg.unc;s casos, cierta desconfianza con los resultados, ya que si la base de datos se
capturé con otro equipo, aln en condiciones similares, los resultados pueden ser
distintos. Por tal motivo es conveniente que se comparen los espectros obtenidos con
los de alglin estandar, ya sea adquiridos como reactivos puros o utilizando aceites
esenciales que esten bien caracterizados sus componentes; de esta forma se emplea el
tiempo de retencién (tg) como pardmetro cualitativo. Esto trae como consecuencia que
a pesar de contar con un equipo de EM se requiera del uso de estdndares para poder

estudiar y caracterizar en forma inequfvoca mezclas complejas, como es el caso de los



En el caso de los oxidos de linalool y del y-c’ubelﬁeno fue posnble hacer la

caracterizacion de estos compuestos, ya que los espectros del banco ' de datos y de las
tablas disponibles son précticamente idénticos. En la bhsqueda de los espectros de
masas parecidos no se encontraron ninguno semejante. Existen otros compuestos,
como los &cidos anacérdicos, los anacardaldehidos y sus derivados epoxilados que es

posible determinarlos exclusivamente por el sistema acoplado CG-EM?2.

Las metil-piridinas son compuestos que causaron asombro por ser los
primeros compuestos nitrogenados que se determinan en el aceite esencial de un
citrico. A pesar de ello los espectros de masas del banco de datos y los espectros de la
referencia son idénticos, al igual que el tiempo de retenci6n. Para evitar dudas en
cuanto a la presencia de estos compuestos en el aceite esencial convendria extraerlos
por otros métodos e identificarlos para confirmar la presencia de este compuesto en el

aceite esencial.

Una forma de evitar el uso de estandares es emplear un espectrémetro de
masas de alta resolucién. Este equipo permite analizar el compuesto mediante el
estudio y la interpretacién de cada espectro, al poder analizar cada fragmento; con este
equipo se pueden caraclerizar compuestos con el mismo tiempo de retencién y
espectros de masas muy parecidos. Se podria evitar también el uso de un banco de
espectros, ya que con la informacién capturada se podrfan identificar compuestos de
mezclas complejas. Obviamente, el problema radica en la disponibilidad del equipo;

ademds de requerir de mayor tiempo para la identificacién cuando no se posee o no se
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utiliza un banco de datos.

Otra forma de evitar el uso de estandares es emplear equipos acoplados en
serie, como el de cromatograffa de gases-espectroscopfa de infrarrojo-espectrometrfa de
masas (CG-IR-EM). En esta forma, ademds de contar con los pardmetros de tiempo de
retencién, masa molecular y fragmentaci6n se tendrfan los espectros de infrarrojo de

las sustancias por caracterizar, en esta forma la identificacion serfa méas confiable.

En el banco de datos del sistema CG-EM no existié ningin espectro similar al
del compuesto con tiempo de retencién de 11.5 min, el espectro de masas tiene pocos
fragmentos para poder ser interpretados exclusivamente por EM. La interpretacién del
espectro de masas de este compuesto revela una masa molecular de 204 uma y aunado
al tg, se puede decir que es un sesquiterpeno. Se requiere de otros estudios para poder
realizar la completa caracterizacién de los constituyentes del aceite esencial de Sargentia
gregii.

La técnica de CG-EM cumple dos funciones fundamentales: separacién y
caracterizacién. Sin embargo en ciertos casos no es posible caracterizar
inequivocamente los compuestos de mezclas complejas en donde es posible encontrar
compuestos con tiempo de retenci6n y espectro de masas de gran parecido. Una de las
desventajas de usar este tipo de sistemas esta en las limitaciones de las técnicas por

separado; por ejemplo, muestras no volétiles no se pueden analizar.
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CAPITULO' 1T .

A) LA RESONANC]A MAGNET]CA NUCLEAR COMO HERRAMIENTA PARA
EL ANALIS[S QU]MICO

'La RMN desde su descubrimiento por Bloch'y Purcell?* tuvo una aplicacién
“inmeédiata al anlisis quimico. El desarrolio de cz;mpos magnéticos mas. intensos trajo
coﬁsigo un aumento de la resolucién en los espectros de RMN, permitiendo un
andlisis mis completo de las lineas espectrales. Desde entonces su uso se extendié
enormemente, tratando de obtener el mismo tipo de informacién que se obtenfa al
observar el 1H, pero ahora con otros nicleos. Asf, se ha dado un rapido desarrollo

hacia la RMN de otros nticleos menos abundantes y sensibles que el 1H.

Con el desarrollo de equipos més sensibles y de imanes superconductores con
campos magnéticos més intensos, as{ como la incorporacién de avances en la
computacién, la RMN incrementé su uso al poderse observar rutinariamente el
niicleo de !3C. En esta forma se ha obtenido mayor informacién y mayor confiabilidad
en la caracterizacién de las diferentes estructuras moleculares de compuestos orgéanicos
y organometalicos. El empleoc de secuencias unidimensionales y bidimensionales han
proporcionado lal tipo de informacién que facilita atn més la identificacién

estructural de todo tipo de compuestos.

La resonancia magnética nuclear ha sido la técnica espectroscépica que mis
perspectivas promete en cuanto al analisis estructural de productos naturales. Sin

temor a equivocacién, se puede decir que tnicamente con el uso de esta técnica se
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podrfa elucidar la estructura de la mayorfa de los productos naturales encontrados y

diversos compuestos obtenidos por sintesis?®.

Definicién del problema:

) La excelsina es una metilén-quinona triterpénica obtenida de la Hipocratea
excelsa aislada por Mata y colaboradores? (ver Figura 2.1 y Tabla 2.1). El anlisis
conjunto de ultravioleta-visible, infrarrojo, espectrometrfa de masas y resonancia
magnética nuclear proténica permitieron hacer una primera propuesta estructural, ya

que el grupo melil alcohol puede estar localizado en C-20 o en C-17.

B . 3
- Figura 2.1 Estructura de la excelsina, 17 y de la pristimerina, 22,

" Para la coi‘npletaﬂasignacién estructural se requiri¢ de efectuar el andlisis por
RMN de 13C. Un problema aunado a esto es la inestabilidad del producto aislado. Se
requiri6 de determinar el espectro de RMN de !13C en las mejores condiciones y a la

brevedad posible para poder confirmar con toda precisién la estructura propuesta.
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Experimentacién y resultados:

Para la caracterizacién de la excelsina se adquirié el espectro de 13C en un
equipo Varian VXR-300S empleando un pulso de 45° con un tiempo de adquisicién de
1 s y un tiempo de retardo de 0.2 s. Para evitar la descomposicién de la muestra se
corri6 el espectro inmediatamente después de ser obtenida y purificada. Se tomaron
todas las medidas pertinentes para lograr una méxima sensibilidad en el equipo i. e.

sintonizacién del probe y ajuste del campo magnético.

Por analogia Mata et al. asignaron las sefiales de este espectro. La asignacién del
espectro de 13C se fundamenté principalmente en el estudio de la pristimerina y del
celestranhidrido descrito por Gamlath?® (ver Figura 2.3 y Tabla 2.1), basdndose en la

analogfa existente con los compuestos 2 y 3.

Discusidn:

La obtencién del espectro de 13C fue fundamental en la asignacién de la
posicién del grupo hidroximetileno sobre C-20, ya que no estaba descrita su
caracterizacién. La incertidumbre si el grupo CH,OH se encontraba enlazado a C-200 a
C-17 quedé resuelta mediante el anilisis del espectro de 13C. Comparando con la
molécula de la pristimerina y utilizando modelos semi-empiricos fue posible asignar
la posicibn de este grupo; logrando de esta forma asignar al C-20 empleando
tnicamente los desplazamientos qufmicos. Sin el espectro de !13C no hubiese sido

posible resolverla.

Al emplear como modelo la B-amirina se pueden realizar calculos que

permiten modelar el grupo en estudio. El resultado de estos célculos se muestran en Ia’

Figura 2.2. Con estos resultados se puede observar que los carbonos en posicién B a los
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OH son los mejor descritos. Con estos resultados se puede suponer que los
incrementos debido al cambio de la B-amirina no son los adecuados para este tipo de

estructuras.

Figura 2.2. Célculos de los desplazamiento quimicos de RMN de 13C tomando
como estructura modelo la B-amirina.

Hay que mencionar que practicamente todos los carbonos de la pristimerina y
la excelsina tienen los mismos desplazamientos quimicos, excepto aquellos donde se
encuentra el grupo hidroximetileno, el OH y los carbonos vecinos a ellos; en todos los

demds existe una buena correspondencia.

Una discusién de interés para el autor es la referente a la ambigiiedad de las
asignaciones de las sefales de los carbonos no protonados y algunos de los metilos,
donde el camino seguido para la asignaci6n fue la comparacién de los espectros de
moléculas semejantes. En este trabajo se discutirin brevemente las asignaciones de las

sefiales de estas moléculas.
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En el artfculo de Gamlath la asignaci6n del espectro de 13C se hizo con base en
experimentos de RMN 2D, HETCOR, COSY y COSY a larga distancia; sin embargo, esto
no fue posible hacerlo para aquellos carbonos aislados, donde no es posible encontrar
correlaciones con hidrégenos vecinos, sino solamente correlaciones a largas distancias

con algunos hidrégenos. Este es el caso de los carbonos cuaternarios y los metilos 25-29.

En este momento surge la interrogante de la ambigtiedad en la asignacién de

las sefiales en 13C para estos compuestos efectuada por Gamlath.

COOCH,

Figura 2.3 Estructura del celestranhfdrido 3.

En el experimento HETCOR, Gamlath pudo encontrar las correlaciones entre
todos los hidrégenos y carbonos de la molécula en estudio. Sin embargo, este
experimento no resolvié todos los problemas de asignacién. Se encuentra que los
carbonos diffciles de asignar son los encontrados en parejas definidos por 11-12, 15-*6 y
21-22. Al realizar el experimento COSY a larga distancia permiti6 encontrar las
correlaciones de H-11a con el metilo 25, de H-12f con C-27, la de H-15a con C-26 y la de
H-22a con C-28. La asignacién de los grupos metilos se realiz6 empleando analogfas
con estructuras conocidas que permiten predecir el desplazamiento quimico de

carbonos®. La asignacién que hace este autor con los metilos no permite lugar a dudas,
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" salvo desde un éunlo é\uy ri'gorristn‘ghv los metilos 26 y 27, ya que la diferencia entre
sus desp_lazamientbs crlu!hicosyés,:de bﬁgtrd "pa'rAles por millén (ppm) y por ende podria
existir una inversién e’lr'lhlil inlerpremci.én de las seflales. Esta diferencia en el C-27 se
puede éxplicar por el efecto diamaghético de proteccién debido a una interaccién syn

peripilanar con el metileno C-19.

Compuesto No. Compuesto No.
Carbono 2 1 3 Carbono 2 1 3
1 1202 120.2 109.5 16 36.4 363 363
2 178.2 178.2 1745 17 306 32.3 30.6
3 145.9 146.0 18 42 47.9 44.4
4 117.8 117.8 168.0 19 309 363 309
5 1274 1274 1154 20 399 38.5 405
6 135.2 135.2 1413 21 297 79.0 29.8
7 118.2 118.2 117.4 22 349 43.5 347
8 169.8 169.7 161.3 23 104 104
9 43.1 43.9 42.7 25 383 38.3 37.9
10 165.0 165.0 160.3 26 216 21.5 226
n 33.6 339 335 27 183 188 18.6
12 29.5 29.3 293 28 315 319 316
13 393 39.4 39.0 29 178.7 73.0 1787
14 453 45.3 45.8 30 323 24.5 327
15 287 29.5 28.6 * 513 51.6
*COOCH3 1y 3.

Tabla 2.1.- Desplazamientos guimicos de 13C de la excelsina, pristimerina y del
celestranhfdrido en CDCl3%7? usando TMS como referencia interna.

Debido a que existen sefiales que no se pueden asignar en forma inequivoca se

proponen los siguientes experimentos para poder lograrlo. Ademés se incluyen los
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resultados que se esperarfan en caso de realizarlos.

La asignacién de los carbonos de la excelsina que quedan indeterminados, 8y

10, puede lograrse mediante el empleo de secuencias de RMN 2D.:Una de estas es la

secuencia XCORFE. Esta permilirfa observar el acoplamiento de C-10 con H-1, H-é y H-

25, para el C-8 se tendria el acoplamiento con H-6, H-7 y H-26 y en’ esta _forrﬁn se

pueden asignar en forma inequivoca estos carbonos.

Esta misma asignacién se puede realizar con los metilos, para C-25, donde se
verfa el acoplamiento conr H-11; C-26 se acoplarfa con H-15; C-27 con H-12 y H-XB; yC-
28 con H-16 y H-22. As{, la asignacion de todos los carbonos en la molécula se realiza

en forma inequfvoca.

El mismo razonamiento es aplicable para la molécula de excelsina, donde Ia
asignacién de los C-12 y C-15 no estd fundamentada en resultados que pueden no
considerar todas las interacciones moleculares, ya que en una diferencia de 0.8 ppm no

se podria asegurar que las sefiales de los carbonos no se inviertan.

El principal problema de la asignacién por analogias consiste en que posibles
_inversiones de sefinles pasan inadvertidas por no tener pruebas contundentes, como
los espectros de la secuencia XCORFE, que permiten comprobar las asignaciones
hechas por comparacién con otros espectros o, mejor ain, a determinar la estructura

completa e inequivoca de la molécula en estudio.

Uno de los problemas actuales de la RMN es la asignaci6n total de los especiros

de diferentes niicleos. En la siguiente seccién se hablaré més de este tema.
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B) ASIGNACION DE SENALES EN RMN DE1H Y 13C

El desarrollo de las secgencias \i;\idir_nensionales y bidimensionales ha
permitido el desarrollo del anéliéié quirhico, al péder Asignar en forma inequfvoca las
sefiales en 'H y 13C. Para poder realizar experimentos con estas secuencias se requiere
de equipos, personal capaz de operar los instrumentos en forma adecuada e interpretar
los espectros obtenidos; si la interpretacién de estos espectros es incorrecta, las
conclusiones también lo son . La labor del espectroscopista cada dfa se vuelve més

relevante®!.

Para la asignacién de los espéctros de 1H y 13C se emplean experimentos
" unidimensionales como el APT y DEPT. El experimento bidimensional COSY se ha
utilizado frecuentemente para la asignacién de las sefiales de espectros de 1H con

“rapidez y facilidad.

- Definicién del problema

Cuando uno de los espectros en RMN, ya sea de hidrégeno o de carbono, esta
totalmente asignado y el otro no, se puede recurrir al experimento HETCOR para
lograr. lo. correspondiente con el espectro faltante al conocer las correlaciones

heteronucleares entre estos niicleos.

Mata y coautores® describieron dos nuevos compuestos obtenidos de Dodonaea
viscosa, el primero un éster de 1L-myo-inositol del &cido p-cumérico (1-L-1-O-metil-2-
acetil-3-p-cumaril-myo-inositol, 4)¥ (Figura 2.4) y un ent labdano (ent-15,16-epoxy-

3a,8B-dihidroxi,9pH-labda-13(16),14-dieno, 6)** (Figura 2.5). El éster p-cumérico del 1 1-
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nyo-inositol fue caracterizado totalmente mediante los espectros de IR, RMN de 1H y
el experimento COSY®; lograndose la asignacién total de las sefales de hidrégeno.
Hasta donde se tiene informacién, no existe ninguna asignacién reportada de las
sefiales de 13C para los inositoles; el problema fue asignar las seftales de 13C para poder .
tener un punto de comparacién que permita resolver problemas Simi]aresncon'lﬂs'i:

sefiales ya asignadas.

Un problema andlogo se trat6 con el nuevo labdano®, donde se requiere

asignar las sefiales de 1H, ya que las de 13C ya lo habfan sido mediante la informacién
espectroscépica del derivado acetilado, el producto de oxidacién del producto natural y

en la informacién reportada para compuestos similares de Fernindez* y Tanaka®.

18 To

Figura 2.5 Estructura del ¢nt-15,16-epoxy-3a,8B-dihidroxi,9BH-labda-
13(16),14-dieno, 6, y del compuesto acetilado, 7.
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F:gura 26 F.-;lrucmra de los compu&stos wtudlados
por’ Tanaka, S y 9. :

Todos los experimentos de RMN se realizaron en un equipo Varian VXR-

3005,

Para el compuesto 4 y derivados se determinaron los espectros de 1H, 13C,
COSY y APT. Con el experimento COSY, los desplazamientos qufmicos y las constantes
de acoplamiento de este compuesto, y ayudados por la informacién obtenida del
compuesto acetilado 5, Mata y coautores asignaron la totalidad de las sehales del

espectro de 1H.El espectro de B3C noera posible asignarlo por la proximidad de sediales,
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.ademés de no existir un modelo en la literatura que permita predecir el
dresplkazamienlo qufmico (8) de los carbonos base de oxigeno. La proximidad de las
sefiales en 13C no permiten realizar una asignacién confiable; la diferencia en & entre

las dos sefiales mds separadas del inositol en el compuesto 5 es de 11.05 ppm.

Para el compuesto acetilado, 5, se conté con aproximadamente 5 mg de
muestra. Se requirié de 28 horas con 82,000 pulsos para poder obtener el espectro de
13C con una relacién sefal ruido de 50 unidades. El experimento DEPT tard6 44 horas
empleando 14,000 Hz de ventana espectral, pulsos de 90° para 'H y 13C, 2.0 s entre
pulso y pulso y un valor promedio de 127 Hz de la constante de acoplamiento escalar
entre !Hy 13C. El experimento HETCOR tardé 69 horas con 3072 pulsos y 100
incrementos, empleando 11,500 Hz en la ventana especlral de 13C y 2,500 Hz en TH
empleando 0.7 s de retardo entre pulsos (ver Espectros 2 y 3). Es conveniente resaltar
que para obtener un experimento HETCOR se requieren de aproximadamente 60 mg
de muestra y entre ocho y doce horas de acumulacién de datos. Al tener 12 veces
menos cantidad de muestra para obtener el experimento HETCOR de 5 se hubiera
'requerido entre 96 y 144 horas de acumulacién empleando parimetros normales de

adquisicién. Las asignaciones para 5 se muestran en la Tabla 2.2

Para 6 se determinaron los espectros COSY, APT y DEPT. Para determinar
algunas sefiales del espectro de 1H se obtuvo el experimento HETCOR con lo cual se
pudieron asignar las sefiales de los espectros de hidrégeno utilizando como base los de
13C; ya que para este tipo de compuestos existe informacién al respecto. Los resultados
obtenidos se dan en la Tabla 2.3. Estos resultados se comparan con los resultados
obtenidos por Tanaka® y Ferndndez®, las estructuras que estudiaron se muestran en

las Figuras 2.6 y 2.7.
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Compuesto No. Compuesto No.
Carbono 4 5 Carbono 4 5
1 79.72 77.16 {4 159.56 15235
2 66.65 66.11 7 14535 145.45
3 71.52* 69.27 8 113.20 11635
4 71.11* 69.50 9 166.37 16545
5 74.52 71.03 CHCO 169.98
6 70.32* 70.95 169.95
7 57.32 58.24 169.87
8 169.52 169.09 169.82
9 20.32 20.53 CH;CO 21.13
1 125.09 131.53 20.82
2',6' 129.56 129.45 20.74
3.5 115.62 122.13 20.61

* Sefales que pueden ser intercambiadas.

Tabla 2.2 Desplazamientos quimicos de los compuestos 4, 5 en ppm con
respecto.a TMS.

Discusién:

E‘n cuan{o a las asignaciones de las sefiales de 'H de 5 obtenidas por el
experimento COSY permiten determinar la estructura y la estereoquifmica relativa
propuesta. Por falta de muestra del producko natural, 4, los carbonos 3, 4 y 6 no se
asignaron; sin embargo, por analogfa con el compuesto acetilado se pudieron asignar
las sefales de 13C que se encontraban més desplazadas™; este es el caso de las sefiales de
los carbonos 1, 2 y 5. La importancia de este trabajo radica en que es el primer estudio

sobre inositoles que asigna en forma no ambfgua las sefiales del espectro de 13C.

Siguiendo la ténica de este trabajo discutiremos como se realizaron las
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asignaciones de 13C para el compuesto 6.

Carbon 6 7 8 9 10

1 37.85 37.58 353 355 37.45
2 26.96 23.35 27.2 29.2 27.39
3 78.60 80.57 89.3 78.1 78.98
4 38.74 37.71 38.7% 39.1* 38.99
5 54.90 55.07 51.6 51.4 55.28
6 20.14 20.08 189 195 19.60
7 4433 44.35 34.0 34.1 42.98
8 73.85 7379 126.5+ | 126.6+ 75.28
9 61.00 60.89 139.9 140.1 57.35
10 3874 38.70 39.6* 39.5* 36.73
11 25.97 25.94 29.0 29.2 15.50
12 27.90 27.81 26.1 26.1 35.78
13 125.44 12536 | 126.1+ [ 126.1+ 72.66
14 11095 110.99 111.5 1114 49.54
15 142.62 14275 1433 1433

16 138.57 138.81 139.0 139.1 28.31
17 2373 2375 19.0 19.2 24.66
18 28.04 28.03 28.0 28.7 28.11
19 15.30 16.44 16.4 165 1534
20 1548 15.62 202 20.3 15.89

+ Estas sefiales pueden intercambiarse entre sf.
* Estas sefiales pueden intercambiarse entre sf.

Tabla 2.3 Sefiales de 13C de los compuestos reportados por
Mata?, Tanaka’? y Fernandez®'.

Mata asigné las sefiales de 6 bas&indose en los resultados de los artfculos antes

mencionados. Sin embargo, Tanaka se basa en las asignaciones de las sefiales de 13C de
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los compuestos que estudiaron en 1969. En esta forma se genera desconfianza e
incertidumbre acerca de los datos que obtuvo por no contar con resultados que

permitan la asignacién de los carbonos en forma contundente.

Se puede observar que las asignaciones en los compuestos reportados por
Tanaka de los carbonos 17 y 20 pueden intercambiarse, ya que la diferencia es 1.2 ppm,
ademas de no asignar las sefiales de los carbonos 4 y 10. Aunque también podrfa
ponerse en duda las asignaciones de los metilenos, pero aquf los desplazamientos

quimicos son diferenciables.

Fernandez y coautores no mencionan como realizaron las asignaciones en 13C,
s6lo dan resultados y una referencia de Cambie®” para la asignacién de sefiales. Se
podrifa disculir las conclusiones propuestas, ya que en los metilos los carbonos 16 y 18
pueden intercambiarse, al igual que el 19 con el 20, debido a que la diferencia en d es de
0.21 y 0.54 ppm respectivamente. También la asignacién de 4 y 10 es susceptible de

criticas.

Serfa conveniente asignar las sefiales de los metilo 17, 18, 19 y 20 de 8 mediante
un experimento XCORFE, ya que los metilos 19 y 20 en el producto natural podrfan
invertirse, por la diferencia tan pequefa en el § (0.12) y no se tienen referencias®** que

permita asignar con toda certidumbre o dar datos para la asignacién.

Los resultados del experimento XCORFE de los cuatro metilos de 6 serfa: para
el C-17 existirfa e} acoplamiento con los H-7 y H-9; el C-18 tendria acoplamientos con
H-3, H-5 y H-19, éstos serfan idénticos que con el C-19; y el C-20 se acoplarfa con H-1, H-
5y H-9. Sin embargo la asignacién de estos carbonos esta bien diferenciada por el efecto

y-gauche sobre los metilos.

La asignacién de los dos carbonos cuaternarios, 4 y 10 son un problema

diferente, ya que, al parecer, las seflales de ambos se sobreponen o cabe la posibilidad de
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que se encuentren sobrepuestas con ia del C-1. Este problema se solucionarfa si se
efectuara un experimento cuantitativo de 13¢; para lo cual se requiere la supresion del
efecto nuclear Overhauser (NOE)® y un tiempo de retardo largo, aproximadamente de
cinco segundos, para poder integrar estas sefiales; conociendo la integral se puede

conocer donde se encuentra la sefial faltante, ya que integrard para dos carbonos.

La supresién del NOE se logra manteniendo el desacoplador de hidrégeno
apagado durante los perfodos de retardo y durante la aplicacién del pulso de excitacién

y encendiéndolo durante el perfodo de adquisicién.

Una vez encontrada la sefial del carbono restante, se podrfa intentar asignar la
sefial mediante el experimento XCORFE. Para lo cual se tendrfa que analizar 2
situaciones: 1) El carbono cuaternario restante se encuentra en el mismo § que el C-1,
con lo cual la asignacién de las sefales serfan completa e inequfvoca ya que, ademés de
aparecer las correlaciones de C-1 con H-2, H-3, H-6, H-9 y H-20 existirfan las
correlaciones del carbono por determinar. 2) Los dos carbonos cuaternarios se

encuentran en 38.74 como se report6.

Con estos ejemplos se puede comprobar que con la RMN se tiene toda una

gama de experimentos que se pueden efectuar para realizar asignaciones inequfvocas
de los diferentes carbonos de una molécula. En esta forma, la asignacién de las
diferentes seilales de RMN pueden realizarse mediante el uso de los experimentos

bidimensionales y unidimensionales.

Actualmente se esta trabajando en la implementacién de secuencias
bidimensionales como el XCORFE, DQCOSY, NOESY y COLOC para poder realizar

experimentacién en este sentido.
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CariTuLO 111

A) SEPARAC]ON Y CARACTERIZACION DE LOS ISOMEROS DEL

CIS,TRANS-2-CARB FENIL- .-METIL OXIRANO

En el cap{tulo anterior se mencion6 un e]emplo de la utilidad que puede tener

Ia RMN al emplear efectos como el NOE

: El NOE fue empleado por primera vez por Anet!! para determinar la
_conformacién y estructura de compuestos orgénicos. Este efecto consiste en un
incremento en la integral de las seflales de aquellos nicleos que se encuentran
- cercanos espacialmente y cuya interaccién conduce a una relajacién mutua dominada
por el acoplamiento dipolar magnético (a través del espacio) en lugar del mecanismo
escalar (a través del acoplamiento J), por via de enlaces quimicos. En el momento que
se irradia una sefial de uno o varios hidrégenos, la sefial de los vecinos mé4s préximos
espacialmente a éste incrementara su intensidad entre un 10 y 20%, lo cual se observa
como un aumento de la integral correspondiente. Una forma de hacerlo con equipos
que utilizan transformada de Fourier es restando el espectro normal al espectro
irradiado; el micleo en situacién de interaccién Overhauser verd incrementada su
sefial al restar el espectro normal al espectro “incrementado” selectivamente. La
diferencia dejard solamente las sefiales incrementadas, mientras que las normales,

seran anuladas.

Este experimento ha sido de gran utilidad para dicernir entre isémeros

geométricos, donde ntcleos de hidrégeno quedan espaciaimente muy cerca. Este
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fen6meno también ha sido muy utilizado en'la determinacién de los cu:i‘iroﬂkipos' de

estructuras de las protefnas, principalmente en la secundaria y kercmna, que

protones que secuencialmente estin separados pueden interaccionaf por dxferenles =

pliegues de la molécula para dar la estructural global a la prolefn:

Definicién del problema

En la obtencién del 2-carbetoxi-3- feml 3-mehl oxirano por ox1dac16n del 4cido

Figura 3.1 Estructuras del cn-Z-c‘\rbekou-B-fen11-3 metil oxirano, 11, y del
trans-2-carbetoxi-3-fenil-3-metil oxirano, 12.

Este compuesto ha sido trabajado como modelo para el estudio de reacciones
de transposicién que permiten evidenciar mecanismos concertados*’. Asf mismo por
su olor especial semejante al de la esencia de fresa es muy empleado como
aromatizante y saborizante. Sin embargo, es interesante hacer notar que el olor de cada

par diasteromérico es distinto.

Al obtener el espectro de RMN de la mezcla, se observa claramente la
resolucién de las sefales de los isémeros cis y trans (ver Espectro 4). El problema a
resolver es la separacién de los isémeros cis y trans y la caracterizacién de los dos

isémeros asignando todas las sehales de los correspondientes espectros de 1H y 13C.
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1

Experimentacién y Resultados

La mezcla de los isémeros geométricos se separar6 mediante cromatograffa de
gases ulilizando un cromat6grafo de gases HP-5890A con una columna capilar de 25m
X 0.32mm X 1.05pm de 5% de fenil metil silicén, empleando un programa de
temperaturas de 190° a 210® a 10°C/min, la temperatura del detector de ionizacién de
flama a 270°C, con temperatura del inyector a 2709C y una presién de 10 psi. Se obtuvo

un porcentaje del 52 y 48% de cada compuesto.

Se emple6 este tipo de columna ya que el compuesto no presenta grupos muy
polares, para emplear una columna polar como de Carbowax 20M, ni es una molécula
no polar para emplear una columna de metil silicén. Se emplearon temperaturas altas

ya que estos compuestos son liquidos muy viscosos.

Se intent6 separarlos por CG con una columna preparativa de 2m X 1/4” de
OV-17 al 5% cromosorb G como fase estacionaria en un equipo Varian 1400 con
detector de conductividad térmica. Al momento de intentar recolectar las fracciones se
observé que el compuesto se descompuso en la columna. Esto se confirmé al obtener
més sefiales de las esperadas para los compuestos en los espectros de RMN de las

fracciones recolectadas.

Posteriormente se separé por cromatograffa lfquida de alta eficiencia (CLAE)

“fase normal en un equipo Varian modelo Vista S con detector de indice de refraccién

modelo Varian RI-4 empleando una columna preparativa de Spherisorb S5W 5
micrones de 25cm X 10mm de diimetro interno utilizando hexano-acetato de etilo 95-
5% v/v con un flujo de 3 ml/min, obteniéndose la separacién de las dos mezclas de
enantiémeros. Para fijar el porcentaje de cada uno de los disolventes de la fase mévil,
primero se emple6 un gradiente, al observar el tiempo de salida de los dos compuestos

se fue modificando el porcentaje de cada uno hasta obtener una diferencia de tiempos
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de retencién de dos minutos, necesaria para poder separarlos en forma preparativa.

Se utiliz6 CLAE en fase normal debido a que es més sencillo la recuperacién de
los compuestos en forma pura mediante una simple evaporacién de los disolventes,
en vez de fase inversa donde es preciso hacer una extraccién y posteriormente una

evaporacién.

Una vez separados los compuestos se obtuvieron los espectros de 1H a 300
MHz (ver Espectro 5) y los espectros de 13C a 75 MHz en un equipo VVarinn modelo
VXR-300S. Se realiz6 el experimento NOE-¢5 diferencial en’ C6D6 para poder

caracterizar a los dos isémeros geométricos (ver Espectros 6 y.7),

El experimento NOE se realizé mediante la irradiacién del metilo observando

la diferencia de los espectros irradiados y sin. irradiar.”Se observa en la mezcla de

enantiémeros frans un incremento en la sefial del metino en'un 19% con respecto a la
sefial no irradiada, mientras que en la mezcla del compuesto cis no se observa tal

efecto.

El espectro de RMN de 'H se puede asighar mediante la simple observacién y
andlisis de las sefales: el triple corresponde a la sefial de los CHj unidos al CHy, la
sefial sencilla a campos mds altos es la del metilo del oxirano, la otra seiial sencilla a
campos mds bajos corresponde a la del CH del oxirano, las seflales muiltiples bases de
oxfgeno corresponden a las sefiales de los CH; y las sefales miltiples a campos
magnéticos més bajos corresponde a los hidrégenos del anillo aromético. Las sefiales

de los CHj son un sistema ABX3, lo cual hacen pensar en cierta rigidez de esa parte de
la molécula.
Para la asignacién de las sefiales de 13C se efectué un experimento HETCOR,

con el cual todas las sefiales de los carbono unidos a hidrégeno quedo asignada,

exceptuando a las sefiales de los carbonos aromiticos, ya que el desplazamiento
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quimico de este tipo de hidr6genos es muy similar. Al conocer que los carbonos en
meta estdn a campos magnéticos mas bajos se pueden inferir las asignaciones dadas en

la Tabla 3.1.

De esta forma se pudo confirmar la estereoqufmica de cada par enantiomérico
y la asignacién total de las diferentes sefiales de los espectros de RMN de 'H y 13C de

los compuestos {ver Tabla 3.1).

Grupo Hcomp 12 | Hcomp 11 || Ccomp 12 | Ccomp 11
CH3CH,y 133 0.88 14.26 13.52
CHy 4.30 3.89 61.52 60.67
CH, 1.78 174 17.02 24.39
CH 3.45 3.65 61.52 60.43
CH? 7.40-7.28 7.30-7.22 128.44+ 127.85*
CH3 7.40-7.28 7.30-7.22 125.18+ 124.96*
CH# 7.40-7.28 7.30-7.22 128.04 127.99
C(Ph) - - 140.14 136.98
C-O-CH - - 61.88 6336
c=0 - - 167.55 166.83

+,* Sefiales que pueden intercambiarse entre ellas.

Tabla 3.1 Sefiales de 'H y 13C de los isémeros cis y trans del 2-
carbetoxi-3-fenil-3-metil oxirano.

Discusién

Las separaciones de los isomeros geométricos hechas por CLAE fueron las mas

apropiadas, ya que se logré el objetivo de separar cada par diasteromérico.

La CG preparativa no fue la indicada para separar los isémeros geométricos
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debldn al que los compueskos se descomponen cuando se traba)a con columnas .

dlferentes alas capxlares

Lacaracterizacién de los isémeros geométricos se realizé con el empleo de la
RMN logrando la asignacién de la mayoria de las sefiales de estos espectros. Cabe
mencionar que no es posible asignar la estructura de estos compuestos con el empleo
de otras técnicas, como espectrometria de masas, espectroscopia de ultravioleta-visible
o infrarrojo exclusivamente, En cambio, mediante la técnica de rayos X serfa posible,
siempre y cuando se pudieran obtener cristales del Acido correspondiente, ya que el 2-

carbetoxi-3-fenil-3-metil oxirano es liquido.

El espectro de RMN 'H de la mezcla nos presenta la alternativa de continuar
este estudio mediante la separaci6n de los enantibmeros del compuesto mediante un
reactivo de deésplazamiento 6pticamente activo*. En esta forma se podrfa confirmar la
suposicién de que los reactivos de desplazamiento 6pticamente activos reaccionan

preferencialmente con el compuesto que presenta la misma configuracion 6ptica.

La RMN de los afios setentas se caracterizé por el empleo de reactivos que
permitieran separar las sefiales de 'H que se obtenfan en una regién muy pequefia del
espectro. Debido a la formacién de complejos entre estos reaclivos y diferentes
compuestos orgdnicos, las sefales se resolvian y se tenfa mejor posibilidad de
asignarlas. Estos reactivos, llamados de desplazamiento, emplean principalmente
compuestos de coordinacién de plata y de lantinidos como europio y praseodimio

entre otros.

Los reactivos de desplazamiento més comunes son complejos de coordinacién
donde los ligantes son B-dicetonas coordinados al Atomo central y cuyo nimero de
coordinacién es seis. Se postula que el mecanismo de interaccién consiste en la

recepci6n de pares electrénicos libres por el 4tomo central aumentando el nimero de
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coordinacién.

"Se han ensayado muchos tipos de ligantes, entre los cuales las p-dicetonaé
polifiluorados han llegado a ser comunes. No tardé mucho tiempo antes de
experimentarse con ligantes quirales. Se observé que ciertos reactivos de
desplazamiento Spticamente activos reaccionaban preferentemente con uno de los
enantiomeros del compuesto orgénico. Esto desarrollé e incrementé el uso de estos
productos. Desde entonces se supone que el reactivo de desplazamiento reaccionar4
preferencialmente con un isémero del compuesto organico. Sin embargo esto no ha
sido comprobado en la mayorfa de los casos. Una forma de comprobar esta hipétesis es
separar los enantiémeros y realizar el estudio correspondiente empleando reactivos de

desplazamiento quirales.

El estudio realizado se puede continuar separando los enanti¢meros. Una vez
logrado esta separaci6én efectuar un estudio de reactivos de desplazamientos. Esta
separacién se puede lograr con el empleo de la CLAE utilizando columnas
Spticamente activas, preferentemente ciclodextrinas'’. También podrfan separarse
mediante la formacién de derivados y posteriormente separarlos por técnicas

cromatogrdficas convencionales.

La RMN ademés de poder establecer estructuras de isémeros geométricos con
el empleo del NOE es posible asignar conformaciones. En la siguiente seccién se
mencionardn los trabajos que se han realizado para proponer o confirmar

conformaciones moleculares que se han descrito por otras técnicas.
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B) CONFORMACIONES DEL 1,2-PROPANODIOL Y 1,3-PROPANODIOL

El estudio de interacciones moderadamente débiles como la que involucra la
formacién de puentes de hidrégeno puede ser estudiada con ventajas sobre otras

técnicas mediante la RMN.

En comparacién con la técnica de infrarrojo, la RMN aporta informacién de
tipo cualitativo y cuantitativo. El infrarrojo es conocido por su sensibilidad para
detectar la formacién de puentes de hidrégeno intramolecular. Con la RMN, se
utilizan los pardmetros de desplazamineto quImico, mulliplicidad y adn forma de la
sefial para realizar conjeturas sobre las caracterfsticas del puente de hidrégeno inter e

intramolecular. Como resultado de ello, la conformacién molecular puede afectarse.

Es un hecho que las sefiales de los grupos oxhidrilo puedan verse modificadas
al realizar la determinacién analitica en diferentes frecuencias de RMN. Esto ocurre
porque las seiales hidroxilicas estdn sometidas reiteradamente a fen6émenos de
intercambio quimico y sus caracterfsticas espectrales dependen de la frecuencia de

observacién del fenémeno.

Al estudiar este tipo de compuestos de bajo peso molecular por RMN en
campos magnéticos altos (>7T) la mayorfa de las sefiales que uno encuentra
empleando equipos con imanes superconductores son sencillas de identificar y

explicar.

Sin embargo, existen espectros de moléculas pequefias que carecen de esa
sencillez, v. gr.'1, 2 y 1, 3-propanodiol. Buc® estudié por espectroscopia de infrarrojo

varios tipos de dioles y al analizar las frecuencias de los OH ligados y enlazados infirié
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la existencia de 10s puentes de hidrégeno intramoleculares en soluci6n de tetracloruro

partii ?:ie entonces se ha continuado estudiando este tipo de fenémenos.

Vazquez et nI 4 estudiaron las posibles conformaciones del 1,2-propanodiol
“emple ndo’ un c{:lculo ab initio concluyendo que las configuraciones méas estables son
 las que l'orman puentes de hidrégeno intramolecular; van Duin®, empleando célculos
de mecanica molecular obtuvo resultados similares. Caminati® realizé un estudio de
las posibles conformaciones que puede adquirir este compuesto, concluyendo que el
puente intramolecular existe, siendo el factor mas importante para su conformacién

en fase gaseosa y no existen evidencias de la formacién de dimeros.

Grenier y coautores®? estudiaron por RMN los desplazamiento quimicos de 13C
de los metilos en términos de las interacciones H/H, H/CHj; y CH3/CHj, concluyeron
que para el l,2-propanodiol existe un equilibrio de 50% de la conformacién anti y 50%
de la conformacion gauche, empleando CDCl3 como disolvente; en el caso de DO el
equilibrio se desplaza hacia la forma anti. Spoormaker® mediante el estudio por RMN
con reactivos de desplazamiento de praseodimio concluyé que la estructura més
estable del diol es aquella donde se forman puentes de hidrégeno. Schwartz" estudié
soluciones acuosas en diferentes temperaturas y encontr6 que el desplazamiento
quimico de los grupos alquilicos depende de la concentracién y de la temperatura,
confirmando la existencia de un puente de hidrégeno involucrado en el sistema.
-Busfield®® y Morantz® estudiaron por espectroscopfa infrarroja los puentes

intramoleculares del 1,2 y del 1,3-propanodiol.

Para el 1,3-propanodiol Kinneging®” estudié la formacién de puentes de
hidrégeno en fase gaseosa mediante difraccién electrénica. Vazquez® realizé caleulos
ab-initio concluyendo que las estructuras més estables son las que forman puentes de

hidrégenos intramoleculares; resultados similares obtuvo van Duin®.
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Exxsten otros estudlos tamblén acerca del” puente de hidrégeno en el 1,4-

butanodxols‘“‘ ‘el -propanom 15 "”’5 1 2 y 1,3 propan—dmmma“ "8 y el existente

entre alcoholes y am

n del problema 1‘

Con el empleo de la RMN se puede suponer la existencia del puente’ de
"hidvr'égeno intramolecular, sin embargo no se tiene un estudio con esta técnica que en
“forma directa se realice la asignacién de la conformaci6n del 1,2 y 1,3-propanodiol en

sol\;cién. La hip6tesis de partida fue mantener rigida una de las posibles
conformaciones en bajas temperaturas y determinar las constantes de acoplamiento y
los desplazamientos quimicos en un disolvente dado para postular la conformacién
mds favorable. Si se considera que esta es una molécula sencilla se espera poder
predecir y corroborar la existencia del puente de hidrégeno intramolecular con base en
los espectros obtenidos por RMN de }H. El objetivo de este trabajo es proponer una
confomacién preferida para este tipo de dioles, los cuales es sabido que en soluciones

dilufdas forman puentes de hidrégeno intramolecular.

Para facilitar el problema antes planteado, se restringe la discusién tinicamente
a tres conformaciones posibles {ver Figura 3.2). Estas son dos con puentes de hidrégeno
intramolecular, a) y b), y una que carece de €I, ¢). El espectro de RMN es la observacién
del promedio de un sin mimero de conformaciones posible que tiene una molécula en

disolucién.

Experimentacién y resultados:

El primer compuesto que se estudi6 fue el 1,2-propanodiol. A este compuesto
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se'le determiné su‘especub de RMN H

D y en cloroformo D:(CD&.‘I;)

[]
S
= A

i YL

) o,

a) b) <)
Figura 3.2. Conformaciones extremas del 1,2-propanodiol. a) Conformacién donde
se forma un puente de hidrégeno intramolecular y el &ngulo formado entre los
hidr6genos del metino y los hidr6genos de los metilos es el mismo. b)
Conformacién con puente de hidrégeno intramolecular donde existe una
diferencia entre los 4ngulos formados entre los dos hidrégenos del metileno y el

del metino. ¢) Conformacién sin puente de hidrégeno intramolecular, el dngulo
enlre los hidr6genos del metileno es diferente con el del metino.

En DMSO se obtuvieron los espectros a 20, 40, 60 y 80°C (ver Tabla 3.2). A 200C
se logran diferenciar todos los desplazamientos qufmicos de los hidrégenos y
observidndose un porcentaje alto de humedad en la muestra, dos veces més
concentrado que el soluto a estudiar. Todos los protones se pueden diferenciar, los dos
tipos de OH's, el CH-OH y se distinguen los dos hidrégenos del metileno. Cuando la
muestra se va calentando, las seiales de los hidrégenos del CH; van sobreponiéndose.
Es importante hacer notar la existencia de una sefial intercambiable junto a la sefial del

agua, ya que es posible que se trate de moléculas de agua con un posible puente de
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hidrégeno en condiciones de baja interaccién (ver Espectro 8 y Tabla 3.2).

Senal 200 400 600 80¢
CHs 1.00 1.00 1.00 101
CH, 3.15,3.25 3.163.25 3.18,3.25 3.25,3.22
cH 357 3.57 3.58 3.60
HOCH, 4.48 4.35 4.23 4.22
HOCH 4.41 4.29 4.17 4.05

Tabla 3.2 Desplazamientos quimicos en ppm con respecto a TMS para el
1,2-propanodiol en DMSO.

Para este mismo compuesto y disolvente a temperatura ambiente se

determinaron las constantes de acoplamiento (ver Tabla 3.3).

j DMSO CcDCly
Tab 107 11.0
Jac 5.8 7.8
Joc 5.5 31

JcHs 6.2 6.4

JaoH 5.8 -

Jbon 5.8 -

JcoH 1.6 -

Tabla 3.3. Constantes de acoplamiento para el 1,2-propanodiol en
DMSO y CDCl3.

De las tres conformaciones extremas (ver Figura 3.2) se espera que la a) y la b)
sean las mas favorecidas debido a la formacién de puentes de hidrégeno

intramolecular, con los resultados obtenidos esto es factible de explicar. Se podrfa
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descartar la conformacién ¢) por no estar estabilizada por este tipo de uni6n, pero otra
prueba que ayuda a descartarla es la ausencia de una constante de acoplamiento entre

H,y H, o Hp mayor de 8 Hz, que denotarfa un ingulo diedro mayor de 120°.

El mismo inconveniente se presenta en la conformacién b) donde los protones
Hy, y el del metino forman un &ngulo diedro de 180° por lo cual la conformacién que
en un principio serfa la més favorable es la a). Esta podria considerarse como una

primera conclusién de este trabajo.

En CDCl3 se determinaron los espectros a 20, 10, 0, -10, -20 y -30 °C (ver Tabla
3.4). En estos espectros las sefiales de los OH aparecen junto a las sefales de la
humedad del disolvente y no se observa multiplicidad aparente. Los espectros son mas
sencillos que en DMSO y se siguen diferenciando los hidrégenos del metileno. A
medida que va disminuyendo la temperatura el espectro tiende a simplificarse, y la
seiial de los OH's presentan mayor multiplicidad. Esto podrfa considerarse como una

prueba de la rigidez que va adquiriendo la molécula al ir bajando la temperatura.

Para este mismo disolvente se determinaron las constantes de acoplamiento

(ver Tabla 3.2).

Sefal 200 100 oo =100 -200 -300
CH; 118 1.17 1.16 1.15 115 1.15
CH, 3.41 3.40 3.39 3.38 338 3.38
3.65 3.64 3.64 3.63 3.62 3.62

CH 3.92 3.92 3.91 3.91 390 3.90
HO 2.16 243 2.70 3.13 3.6 4.11

Tabla 3.4 Desplazamientos quimicos en ppm con respecto a TMS para el
1,2-propanodiol en CDClj.
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Con Tos valores' 'que se obtuvieron se observa nuevamente que la
conformaciér; pre‘ferida es la a), descartando las anteriores por falta ‘de una constante
de aéopléxﬁiento méyor. Sin embargo existe una diferencia mayor entre las constantes

“Jac Y. porlo cual se supone que existe una ligera modificacién entre la conformacion

en-cloroformo y sulf6xido de dimetilo.

Sefal | CH, CH, CH [HOCH, { HOCH | H0
age 1.07 3.37 374 3.52 3.49 2.82
200 1.07 3.38,3.36 374 3.61 3.57 2.82
100 107 3.38,336 374 3.68 3.64 2.95
o 1.07 3.38,3.36 37 37 37 307
-100 1.07 337 373 3.86 3.82 316
200 1.07 3.37 374 3.95 3.86 3.25
-300 1.07 337 374 4.02 397 3.37

100 1.07 337 374 412 4.09 3.42
-500 1.07 3.37 374 422 4.19 3.53
600 1.07 337 374 431 429 3.62
700 1.07 3.37 374 4.40 4.39 374
800 1.07 3.37 374 4.51 451 3.82
-850 107 337 374 458 4.58 3.89
900 1.07 3.37 374 4.65 4.65 3.95

Tabla 3.5 Desplazamientos quimicos en ppm con respecto a TMS para el 1,2-
propanodiol en acetona Dy,

En acetona los espectros tienen cierta similitud con los espectros en DMSO, ya
que se observa una sefial satélite a la del agua y los hidrégenos de los OH's son
diferenciables (ver Espectro 9). Al disminuir la temperatura las sefiales de los OH's

tienden a desplazarse a campo bajo, junto con la del agua y las sefiales de los 'H del
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CHj se Vuelven menos com[:;le]'ns, tendiendo a un sistema AX; (ver Tabla 3.5).

_Dado que el puente de hidrégeno intramolecular forma un anillo de cinco
miembros ex_§ el 1,2-propanodiol, se espera que el 1,3-propancdiol al formar un anillo
de seis miembros sea. més estable, por tal motivo se decidi6 estudiar este compuesto a

la pardel 1,2.

Para el 1,3-propanodic]l en CDClj3 los espectros resultaron sin complicacion
aparente (ver Espectro 10). Con este disolvente se hicieron varios ensayos bajando la
concentracion; sélo se observé un desplazamiento en las sefiales de los OH's y se
concluyé que la sefial del agua interferfa demasiado. Se secé el cloroformo D por seis
horas a reflujo con pentéxido de fésforo; aunque no se logré secar completamente al
disolvente. Al disminuir la temperatura a -10°C comienzan a aparecer sefiales muy
anchas en el espectro,. Con la disminucién posterior hasta -500C se observa una
notable disminucién de las sefiales de los espectros y la generacién de sefiales muy
anchas (ver Espectro 11). Estas sefiales pueden deberse a la formacién de agregados

moleculares del soluto o probablemente a la formacién de micelas (ver Tabla 3.6).

Sefal CH, CH,0H HOCH H,O
200 1.83 3.87 202 1.6
100 1.83 3.88 211 1.65
[0 1.83 3.88 221 170

-10° 183 3.88 227 172
200 1.83 3.88 232 1.75
=300 1.83 3.88 238 178
400 1.83 3.88 243 1.80
-500 1.83 3.88 249 1.82

Tabla 3.6 Sefiales de 1,3-propanodiol en CDCI3. La temperatura sombreada
indica a la cual comienzan a aparecer sefiales anchas en e} espectro.
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Para >lv:'.j1jar la temperatura mds alla de -50°C se utilizé una mezcla de CDCly y
. C83.2:3 'v'/v,i.v’si’n embargo desde el principio se observé la aparicién de sefiales muy

‘aniéhas pireciaés'a las de CDCl3 a -30°C a pesar de tener una concentracién 1 mg/ 1 ml

‘ (ver ‘Espvec'tro‘ '12). Cuando se bajo la temperatura se observé la aparicién de las mismas
Vséyfﬁles qﬁe en'el espectro de RMN de !H en CDCly; al llegar a los -609C se observé una
disfninucién abrupta de las sefiales en todo el espectro (ver Tabla 3.7). Esto confirma la

formacién de una segunda fase, ya que no se puede observar nada en el espectro.

Seiial CH, CH,OH OH
20° 1.82 3.84 2.07
0o 1.82 3.84 215
=200 1.82 3.84 2.24
-400 1.82 3.84 237
-600 1.82 3.84 2.5

Tabla 3.7. Desplazamientos quimicos del 1,3-
propanodiol en CDCl3/CS; 2:3 v/v. La temperatura
sombreda indica a la cual comienzan a aparecer seiiales
anchas en el espectro.

Para confirmar esta hipdtesis se bajé la temperatura a una disolucién
aproximadamente 0.01 M de este soluto en cloroformo con bafios de hielo seco y
disolventes como benceno, tetracloruro de carbono, clorobenceno y cloroformo para
obtener temperaturas aproximadamente de 0, -20, -40 y -60°C respectivamente. Las
temperaturas se fueron confirmando con un termémetro de alcohol. Se observé que
desde -20°C se comienza a observar cierta turbiedad en la disolucién y arriba de ella
comienza a aparecer un precipitado sobrenadante. Esto nos confirma un cambio de
fase en el sistema debido a la poca solubilidad del propanodiol en el cloroformo y

explica las sefiales obtenidas al bajar la temperatura més all4 de -10°C.
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Para el 1,3-propanodiol en acetona (ver Tabla 3.8) se observaron dos tipos de
hidrégenos alifaticos con las multiplicidades esperadas para cada una de estas sefales,
el problema se encuentra al tratar de asignar la sefiales de los protones de los OH, ya
que la acetona tenfa humedad, ademads la integral de estos protones no corresponde
con la esperada. Este resultado puede permitirnos pensar en posibles puentes de

hidrégeno en la molécula.

Sefial | CH, | CH,OH OH H,0
200 1.64 361 3.48 2.62
00 1.62 3.61 3.60 2.98
200 | 162 3.59 374 3.10
400 | 160 3.56 3.88 3.28
600 | 158 3.55 4.03 3.96
800 | 157 3.54 417 3.62
g0 | 155 352 427 373

Tabla 3.8 Desplazamiento de las sefiales de 1,3-propanodiol
en acetona Dg.

Se estudi6 el espectro de 'H del 1, 3-propanodiol en acetona, en un
espectrémetro de RMN XL-400 observandose que variaban las sefiales dependiendo
del tiempo entre la preparacion de la solucién y la adquisicién de los espectros, muy
probablemente debido a la formacién de un aducto ceténico con el diol. Ademas, en el
espectro de 13C aparecieron dos sefiales en cada uno de los carbonos. Estas sefiales no

pudieron ser caracterizadas (ver Espectro 13).

En este mismo equipo se traté de irradiar las diferentes sefiales en el espectro
para observar si existia alguna interacci6én extra entre las diferentes sefiales con la de

tos OH's sin llegar a ninguna conclusién satisfactoria.
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Discusién

Cuando se tienen moléculas que poseen libre rotacién como los sistemas del
propanodiol, no es comiin hablar de una conformacién a temperatura ambiente, sin
embargo con los resultados obtenidos se puede proponer que la conformacién
preferida promedio de la infinidad de posibilidades es aquella donde existe el puente
de hidr6geno intramolecular, como la representada en la Figura 3.2; para ello se toma

como base los valores de constantes de acoplamiento que se obtuvieron.

Esta conclusion debe considerarse como una primera aproximacién para
establecer la conformaci6n del 1,2 y del 1,3-propanodiol mediante el uso de la RMN,
Los puntos a discusién son: a temperatura ambiente se tiene un sistema dindmico con
lo cual hablar de una rigidez a 20°C es muy arriesgado; sin embargo los valores de ] son
valores comunmente aceptados como promedios de las diferentes conformaciones que

puede poseer las moléculas no rigidaz, lo cual representa una estructura promedio.

Para poder confirmar la existencia de este tipo de conformaciones en forma
indiscutible, serfa necesario la oblencién de espectros de RMN que nos indicaran que
todos los protones de las moléculas son no equivalentes, ya que nos hablarfa de una

rigidez intramolecular.

Existe una gran dependencia del espectro obtenido con el disolvente empleado,
ya que con disolventes diferentes los espectros cambian. Esto se puede interpretar
como - la interaccién de soluto-disolvente, el cual obliga al soluto a adquirir cierla
conformacién. Esto es posible observarlo al comparar los espectros del 1,2-propanodiol
en DMSO y en CDCl; donde los valores de ] son diferentes, lo cual sugiere
conformaciones promedio diferentes. Los pratones mas susceptibles a este tipo de
interacciones son la de los OH's; los cuales cambian su multiplicidad y desplazamiento

conforme el disolvente. Otro factor importante es el agua del disolvente; esta
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implireza estd en proporcién semejante a la del soluto (1 mg / 1. ml) y se observa una

interaccién fuerte con los dioles.

Una posible solucién a este problema radica en el estudio de moléculas que
tengan una conformacién estable como los derivados de estos dioles con grupos
terbutilos sustituidos formando el éter u otros sustituyentes con volumen molecular
grande para formar compuestos cuya rigidez impida la libre rotacién. De esta forma se

podré caracterizar la conformacién y extrapolar las posibles estructuras a los dioles.

Los dioles son poco solubles en disolventes como el cloroformo, disulfuro de
carbono y en otros disolventes no polares. Con la formacién de derivados de estos
compuestos se espera incrementar la solubilidad en disolventes no polares y evitar el
problema de insolubilidad a bajas temperaturas y en esta forma establecer, si existe,

una conformacién de los compuestos a estudiar.

Para poder realizar el estudio de moléculas complejas, como las estudiadas en
productos naturales, es necesario conocer las posibles interacciones que se tienen con
moléculas sencillas y posteriormente establecer conformaciones de ellas para poderlas

. extrapolar a moléculas mas complejas.

Al lograr establecer la conformacién de moléculas pequefias, serfa muy
‘conveniente poder predecir conformacién, desplazamiento quimico y multiplicidad

de las diferentes sefiales con programas computacionales de mecénica molecular.
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. CONCLUSIONES .~

La- espectrometrfa ‘'de masas ha sido de gran utilidad para realizar
determinaciones y caracterizaciones de mezclas complefas separadas por cromatograffa
de gases. E! analisis empleando sistemas acoplados representa una gran ventaja sobre
los sisternas convencionales, ya que se obtiene informacién acumulada de dos técnicas.
Con la técnica de espectrometria de masas aunada a la cromatograffa de gases es posible
determinar los constituyentes de los aceites esenciales; es necesario contar con un buen
nimero de estindares para efectuar estos analisis en forma precisa. Sin embargo, en
ciertos casos, como en los oxidos de linalool y del y-cubebeno, fue posible
caracterizarlos inicamente con los datos de sus espectros de masas y los especiros
referencia del banco de datos. Este hecho ilustra la necesidad de emplear dentro de una
téenica todos los datos que sirven al propésito de aumentar la certidumbre sobre la

naturaleza de las sustancias

El uso de la cromatograffa l{quida de alta eficiencia permitié la separacién de
los isémeros geométricos del 2-carbetoxi-3-fenil-3-metil oxirano, mientras que la

cromatograffa de gases preparativa no lo permitié hacer.

En lo referente a la RMN unidimensional es una herramienta qué permite
determinar estructuras de sustancias complejas. Sin embargo, la asignacién de sefiales
de RMN utilizando experimentos unidimensionales es un problema no trivial y
requiere del uso de técnicas méas sofisticadas para asignar, sin ambigiiedades, las

diferentes sefiales en estos espectros.

La caracterizacién de la excelsina no se hubiera podido realizar si no se cuenta
con el espectro de RMN de 13C. Gracias a esta técnica fue posible asignar la posicién del

grupo hidroximetileno con este experimento.
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Se confirma la necesidad de emplear experimentos de RMN de dos
dimensiones adicionalmente a los unidimensionales. Una vez asignadas las sefiales
del espectro de RMN 'H de del 1-L-1-O-metil-2-acetil-3-p-cumaril-nry o-inositol fue
posible asignar las del espectro de 13C con el experimento HETCOR. Para el ent-15,16-
epoxy-3a,8B-dihidroxi,9pH-labda-13(16),14-dieno se sigui6 la ruta inversa, una vez

asignado el espectro de 13C con el experimento HETCOR se asigné el espectro de 1H.

El efecto nuclear Overhauser sirvié para poder caracterizar al cis-2-carbetoxi-3-
fenil-3-metil oxirano y al trans-2-carbetoxi-3-fenil-3-metil oxirano, sin el cual no
hubieran podido diferenciarse. Con el experimento HETCOR se lograron asignar las

dieferentes sefiales de los espectros de RMN de 13C y de 'H.

Mediante el empleo de RMN es posible asignar una conformacién preferida
para el 1,2-propanodiol mediante el anlisis tradicional de los espectros de !H. En esta
forma la conformacién propuesta es aquella favorecida por un puente de hidrégeno,
donde los hidrégenos del metileno y el del metino forman un 4ngulo diedro menor

de 900,

Para ‘el 1,3-propanodiol ‘se determinaron sefiales no reportadas para una
especie. en transicién -de fase en.cloroformo donde es poco soluble a bajas

temperaturas.

Con las técnicas éspe:iroscépiéas se tiene toda una gama de experimentos que
se pueden efectuar para realizar determinaciones y asignaciones inequfvocas de las
diferentes sefiales de RMN que corroboran la estructura de diferentes sustancias. Las
asignaciones por RMN se pueden realizarse mediante el emplec de experimentos

unidimensionales y bidimensionales.
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