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ABSTRACT

In the present work, the structure of glycoside A of
Ipomoea stans was elucidated by uni and bidimensional NMR

techniques.

The 1H and 13C chemical shifts were assigned unequi-

‘vocally, with RELAY COHERENCE, COSY and HETCOR experiments.

The linking sites between monosaccharides were determined

from relaxation experimentes ( NOE and measurement of Tp ).

The XCORFE experiment of peracetylated glycoside A was
a further prove to the assignment of the linking sites

between the monosaccharides,

The structure of the monohydroxilated fatty acid was

elucidated using GC - MS and GC - FTIR.



RESUMEN

El presente trabajo experimental describe la elucidacién
estructural del glucésido A de Ipomoea stans utilizando téc=-

nicas de RMN uni y bidimensionales.

Los desplazamientos quimicos de 1y y 13c ge 1los monosaci

-ridos fueron asignados inequivocamente con las técnicas de :

Transferencia de Coherencia por Relevo, Correlacién Homonu--
clear y Correlacidn Heteronuclear de desplazamientos quimi-
cos, Los sitios de unibn entre los monosaclridos se determi-
naron realizando experimentos de relajacién ( ENO y medicidn

de Tp ).

El experimento XCORFE aplicado al derivado peracetilado
del gluc6sido A, permiti6 corroborar los sitios de .unién de

los monosaciridos.

La estructura del &cido graso monohidroxilado fué eluci-
dada con las técnicas : cromatografia de gases - espectrome-
trfa de masas y cromatografia de gases - infrarrojo con trang

formada de Fourier.
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OBJETIVOS

Elucidar las estructuras de los oligosac8ridos de

3¢ ¢ 1y,

Ipomoea stans por RMN de
Aplicar una metodologia de estudio espectroscépico

que utilice lo menos posible reacciones degradativas,:
permitiendo el estudio de moléculas de oligosacéridos ’
completas.

Aplicar técnicas de RMN de pulsos unidimensionales y

bidimensionales, para la asignacién de la conectividad

13, _ 1

H de la molécula del oligosacéirido.
Conocer la secuencia de los sacdridos en la molécula
del oligosacdrido, mediante el uso de experimentos de

relajacién (T; y ENO ).

Llevar a cabo el estudio de la estructura mediante
reacciones quimicas y los sistemas analfticos aco-
plados & cromatografia de gases - infrarrojo ( FT )

y cromatografia de gases - espectrometria de masas.

Evaluar el potencial de la metodologia de RMN bidi
mensional, para estudiar la estructura quimica in-
tacta de oligosacdridos en sustitucién de metodos

quimicos degradativos.



INTRODUCCION

GENERALIDADES SOBRE SACARIDOS Y GLUCOSIDOS

Los saciridos son aldehidos o cetonas polihidroxiladas o
aquéllas moléculas que por hidrdlisis generan a las anterio-
res. A los aldehidos polihidroxilados se les conoce como aldo
sas y a las cetonas polihidroxiladas como cetosas. La aldosa
y cetosa mis importantes son la D-(+)-glucosa y D~-(-)-fructo-
sa respectivamente.

Algunas de las reacciones quimicas caracteristicas de
los saciridos son (1, 2):

- oxidacifn de las aldosas y cetosas con los reacti-
vos de Fehling, Benedict y Tollens,

- la reaccibén de aldosas y cetosas con un exceso de
fenilhidrazina para producir osazonas,

- la oxidacién de aldosas y cetosas con HIO4, produ-
cen formaldehido y &cido fdrmico.

- la oxidacidén de las aldosas con HNOy, producen los
dcidos aldidricos respectivos.

Los sacéridos no presentan todas las reacciones de los
aldehidos y cetonas, debido a su estructura ciclica (por la
formacién de hemi(a)cetales intramoleculares), que se encuen
tran en equilibrio con la estructura lineal.



Para la determinacién del tamafo del anillo de los hemi-
{a)cetales, se utilizan las dos secuencias de reacciones qui-
micas descritas a continuacién.

a) Formacién del cetal,

oxidacidn de cetal con HIO,, produciendo HCOpH y un
dialdehido. La identificacibén de la estructura del
dialdehido permite establecer el tamafio del anillo.

b) Formacidén de cetales y acetales,

permetilacibn del acetal o cetal con (CH30)2502/Na0H,
liberacién del hemi{a)cetal con una hidr6lisis &cida,
- oxidacién del hemi(a)cetal con HN03, para formar dos
productos de degradacién en torno al &tomo de carbono
que contenia el ~OH unido al carbonilo. La identifi-

cacibn de los dos fragmentos permite determinar el ta
mafio del anillo. *

A los (a)cetales indicados anteriormente también se les co
noce como glucSsidos. En un glucdsido se conoce como aglicdn
al fragmento correspondiente al alcohol, que puede ser alifé-
tico, aromitico, esteroidal, etc. El enlace que une al alco-

hol con el saclrido se conoce como “enlace glucosidico".

Las técnicas clédsicas de andlisis de glucbsidos involucran
los siguientes pasos:

-~ hidr6lisis &cida total para la separacién del aglicébn y
de los sacéridos.



- hidrélisis parcial para establecer la secuencia de
los monosaciridos en el glucdsido. )

- permetilacidn e hidr6lisis total para establecer el
sitio de unidén de los monosaclridos entre si.

- hidrdlisis enzimédtica para conocer la estereoquimica
de las uniones entre los monosaciridos.

GENERALIDADES SOBRE RMN DE SACARIDOS

La utilizacién de reacciones quimicas para la elucidacibn
de estructuras, puede alterar la configuracidén y/o funcionali-
dad de la molécula bajo estudio. La té&cnica espectroscpica
de RMN ampliamente utilizada para el estudio de moléculas or-
génicas ofrece la posibilidad de estudiarlas mediante la obsexr
vacidn de dos espines nucleares diferentes ( 1y y 13¢ ).

En la RMN de 1H, la mayoria de las sefiales de los sacAri
dos se localizan en la regién de 3.0 a 5.5 ppm. Debido a
los acoplamientos ly - 1y y a los hidrdgenos de los oxhidri-
los, usualmente los espectros presentan gran sobreposicién de
sefiales resultando dificil su interpretacidn.

Para atenuar el problema de la sobreposicidén de las se=-
fnales se puede recurrir a lo sigquiente:

- utilizar espectrémetros de alto campo (> 7 Teslas),

que incrementan la dispersibén espectral.



- la formacidn de derivados ( acetatos, &teres trime-
tilsililados ), que modifican los desplazamientos -
quimicos de los hidrégenos,

- sustitucién de lH por 2y, para eliminar sefiales vy
acoplamientos, '

- cambio de disolvente, para modificar los desplaza=-
mientos quimicos con interacciones especificas so
luto - disolvente.

Cuando un glucSsido contiene dos o més monosgcéridos, la
sobreposicién de sefiales en el espectro de 1H, complica la in
terpretacién del espectro.

En la RMN de 13C las sefiales de los sac&ridos se ubican en
la regidn de 60 - 100 ppm, y a partir de la multiplicidad gene-
rada por el acoplamiento 13¢ - 1H, se puede establecer el nfing
ro de hidrdgenos que posee cada carbono.

Para la asignacidén de las sefiales de 13¢ se emplean rela-
ciones semiempiricas (3), que permiten estimar sus desplazamien
tos quimicos.

Una ventaja importante de la RMN de 13¢ es su ventana es-
pectral 20 veces mayor que la de 14, En estas condiciones la
sobreposicién accidental de singuletes en el espectro de 13¢
totalmente desacoplado es mds dificil.



GENERALIDADES SOBRE GLUCOSIDOS DEL GENERO IPOMOEA

Del género Ipomoea se han aislado e identificado diversos
glucbsidos denominados "resinas glucosidicas", que estan cons-
tituidos por un &cido graso mono o dihidroxilado 14, 15 o 16
dtomos de C y los monosacdridos glucosa, ramnosa, fucosa y qui
novosa. En algunos glucbsidos los sacdridos se encuentran es-
terificados con &cidos carboxilicos de bajo peso molecular. Al
gunas estructuras de los glucSsidos identificados se muestran
en la figura 1.
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Figura 1. Estructura de 1) &cido operculinico,

2) &cido microfilico, 3) dicrésido D3.



Algunas Ipomoeas en que se han encontrado "resinas glu-
cosidicas" son las siguientes: Ipomoea parasfitica (4), Ipo-
moea fistulosa (5), Ipomoea leari (6), Ipomoea purga (7, 8,
9), Ipomoea purpurea (10), Ipomoea muricata (11, 12), Pharbi
tis nil CHOISY (13, 14), Ipomoea operculata (15, 16), Convol
vulus microphillus (17), Ipomoea quamoclit, Ipomoea lacunosa,
Ipomoea pandurata, Convolvulus al sirensis (18), Ipomoea di-
chroa (19), Ipomoea bahiensis (20).

Se han reportado actividades farmacoldgicas en diversas
especies del género Ipomoea (6, 19, 20).

Ipomoea stans es una planta de uso médico tradicional en
MExico para el tratamiento de la epilepsia, como sedante y pur
gante, asi como para aliviar cblicos intestinales y menstrua=-
les (21, 22). Se le localiza en los estados de: Mé&xico, Hidal
go, Coahuila, Guanajuato, Jalisco, Michoacdn, Morelos, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Veracruz y Zacatecas.

La sinonimia popular de Ipomoea stans es: tumbavaqueros,
espantavaqueros, tripa de Judas, mataliste, cascatlapa, corri
vuelas, temecatl, espantalobos, tanibata, pegajosa y limpia=-
tunas.

Dado el uso popular actual que tiene esta planta se con-
sider6 interesante realizar su estudio quimico.



TEORTIA

RMN DE PULSOS

La forma de excitacidn con que se desarrolld la RMN se de
nomina de "onda continua". En ella las distintas frecuencias
de resonancia son observadas barriendo lentamente (~ 1 Hz/seg),
la regibén espectral con una onda de radiofrecuencia de longi-
tud de onda apropiada.

En la RMN de pulsos la excitacién de la ventana espectral
es simultédnea, incorporando con ello grandes ventajas en cuan
to a sensibilidad y control sobre la selectividad de la excita
cibn.

La ecuacién de Boltzman establece la distribucién pobla-
cional de espines entre los niveles energéticos nucleares por
efecto de la interaccidn del nicleo con un campo magnético Bo,
y su representacién matem&tica esta dada en la ecuacidn 1:

Ny _ exp AE 1 + 2 uo Bo ec. 1

AE

e KT KT

siendo N4 el nivel de menor energia,

Un conjunto de nficleos idénticos con I = 1/2, tienen dos
orientaciones posibles respecto a Bo, una a favor y la otra en
contra de €l. Debido al exceso de espines en el nivel de me-

nor energia, se origina una magnetizacidén macroscoépica neta Mo



en la direccidén de Bo ( definida como eje z ).

Un campo magnético By aplicado perpendicularmente al eje
z, desplaza a Mo de su posicidén de equilibrio y el vector,
resultante de M tiene componentes sobre los tres ejes de coor-
denadas ( figura 2 ), denomindndose a M, magnetizacidén longi-
tudinal y a Mx,y magnetizacidn transversal.

Bo vl K

Figura 2.- Generacidn de la magnetizacifn My,y,

Por accifn de By la posicién de Mg varfa respecto a Bg,
esta variacibn se representa en la ecuacidn 2-:

am/dt = M x B ec. 2

considerando como sistema de referencia el del laboratorio en
el que sus ejes de coordenadas son fijos.

La representacién del fendmeno de la resonancia en un sis-
tema de coordenadas rotantes X', y', 2z' que giran en torno al
eje z, con una frecuencia de rotacién v = 2 /w , simplifica
la descripcidn del mismo.

La descripcién de la fisica clisica para la interaccidén de
By con My, conduce a la ecuacién 3 que representa la precesifn

de M en torno a un campo magnético Bef en un sistema de coor=-
denadas rotantes ( 21 ).

dM/dt = M x ( Bg + B] + w/ )} = MX Beg ec., 3

Cuando B} = 0 la posicién de M no cambia respecto al tiem
po por lo que dM/dt = 0 Yy Bef = Bg + w/ , como M no es cero



Bg + w/ =0 , que representa la oposicidén del sistema de coor-
denadas rotantes a Bg.

Cuando Bj y el sistema de coordenadas tienen la misma fre-
. cuencia que By, el campo magnético efectivo es Bj, por lo que
M precesiona en torno a Bj.

El tiempo de duracidén de By ( tp ) es proporcional al des-
plazamiento 8 de M con respecto al eje z', como-lo indica la e=-
cuacidn 4:

8= w; tp= By tp ec. 4
cuando 6 = 90° ocurre el fenSmeno de resonancia.

Por la duracibén tan corta de la excitacién ( tp es del or--
den de los useg ), a estos experimentos se les como RMN de pul
sos. La intensidad de B; es tal que excita simulténeamente todos
los nficleos de un isotépo, en un rango de frecuencias AY que es-
ta dada por la relacién 1/tp =4v .

Al dejar de interaccionar By con M, los espines excitados
liberan la energia absorbida que es captada en el detector como
un potencial cuya intensidad tiene una disminucién constante de
caracteristicas exponenciales y que se conoce como disminucién
libre de la induccibén ( FID ).

La informacibén registrada es un interferograma cuya inter-
pretacién visual es imposible. Mediante una operacién matem&ti-
ca conocida como Transformada de Fourier se transfiere la infor-
macién del dominio de tiempo al dominio de frecuencias ( figura
3).



T

Figura 3.~ Transformada de Fourier aplicada a las
sefiales de los hidrdgenos anoméricos.

EFECTO NUCLEAR OVERHAUSER

Cuando un sistema de espines A X , se irradia el espin X
con una radiofrecuencia secundaria, se aceleran sus transicio-
nes energéticas nucleares observindose un incremento en la in-
tensidad de la sefial de A. El efecto es miximo en las condicio
nes ideales en que la relajacidén de A y de X esta mediada sola
mente por interacciones dipolo - dipolo. A este experimento se
le conoce como Efecto Nuclear Overhauser ( 24 a ).

= 1

. X
W2
3

A —Wo A~ ’.dﬁ

Figura 4.~ Transiciones enrgéticas de A y de X.



Cuando las transiciones de X ( 4-2 y 3-1 } son saturadas
las poblaciones de los cuatro estados se alteran y el resul-
tado es un incremento poblacional en 1 y 2, asi como una dis-
minucién en las poblaciones de 3 y 4. Este sistema se equili-
bra mediante un incremento en las transiciones de relajacibn,
despoblandose 1 e incrementandose la poblacibn en 4, incre-
mentandose la diferencia poblacional entre los niveles 4 - 3
y 2 - 1 que determinan la intensidad de la sefial de A.

La ecuacidn de Solomén ( ec. 5 ) permite calcular el in-
cremento de M;A respecto a MyP al irradiar al espin X
Wy - W
= 1 + _____._._2 ° ec. 5
Wy + Wy + W '

cuando el mecanismo de relajacién es dipolar Wy : W) : Wo es
1:1/4 : 1/6 y para un sistema 13C - 1y Y /p= 4. En su va-
lor méximo MR = MgA x 2, lo que representa un incremento de
200 ¢ en la intensidad normal de la transicién afectada.

Este experimento debe realizarse con disolventes que par-
ticipen lo menos posible en la relajacibn de los nficleos ( co-
mo CSz y CCly ). Asi como en total ausencia de Oz disuelto,
puesto que su paramagnetismo acelera inconvenientemente la re-
lajacién de los espines.

RELAJACION DE ESPINES

La relajacibén espin - entorno quimico, es la tendencia de
la magnetizacién para regresar a su posicién de equilibrio a
lo largo del eje z', después de haber sido perturbada por un
campo magnético By. Matemdticamente la relajacibn longitudi-
nal se expresa como

aMm /dt = (Mg =My ) /T ec. 6

siendo T; el tiempo de relajacidén longitudinal.



' MEDICION DE T

La técnica mas comin para la determinacibén de T; es re-
cuperacién de la inversién, cuya secuencia de pulsos es:

180°% ==T == 90°%, En esta secuencia se muestrea la recupe

racién de la magnetizacién totalmente invertida por el pul-

s s ° . . .
so inicial de 180°% el sistema se deja evolucionar un tiem

po variable %, antes de aplicar el pulso de lectura de 90°.

El resultado es una serie de valores de Mz, que van deg

de - Mg hasta Mg ( ref,. 23 ). En la prictica la ecuacién
que permite calcular Tj es :

In ( Ajnf - A ) = 1n 2Ajpf - T/Ty ec. 7

donde A es la intensidad de la sefial y la representacidn grd
fica de 1n ( Ajpf -~ A ) contra T es una linea recta en la
que el valor de la pendiente permite determinar Tj.

Se han descrito cinco factores que contribuyen a la rela-
cibn espin - entorno quimico ( 26 ) y que son :
- relajacién por anisotropia del tensor de desplazamiento
quimico, )
~ relajacidn por acoplamiento escalar,
- relajacién por rotacién de espines,
- relajacidén espin nuclear - espin electrdnico,
- relajacidn por interacciones dipolo - dipolo internucleares.

APLICACIONES DE LA DETERMINACION DE T3

- Determinacién de estructuras moleculares

En la molécula de mezcalina ( ref. 27 j, se identifica-
ron las sefiales de los &tomos de carbono 1, 3 y 4 a partir
del conocimiento de los tiempos de relajacidn.



El &tomo de carbono en posicidén 4 tiene el mayor T3 por
su lejania a los &tomos de hidrééeno 2y6 (T = 14.2 seqg )
en tanto que los &tomos de hidrdgeno 3 y 5 tienen cerca a un
dtomo de hidrégeno y su T; es menor ( 11.1 seg ), y final-
mente el &tomo de carbono 1 tiene cerca dos &tomos de hidr6-
geno lo cual acelera su relajacidén ( Ty = 4.2 seqg ).

La asignacidn de sefiales en el espectro de RMN de 13¢
del alcaloide de la figura 5, se facilité deuterando en la
posicifén 7, incrementandose los valores de Tj en C75 en 100%
y la deuteracién en Cjjp incrementé el Ty de Cy5 en 458,

Figura 5.~ Asignacién de sefiales en la molécula
deuterando en diferentes posiciones.

-~ Din&@mica molecular ( 28 ).

En bencenos monosustituidos la rotacibén de la molécula
por el eje Cy es mis r&pida que sobre cualquier otro eje de
la molécula, siendo los valores de T3 para el &tomo de 13¢
en posicibén para menores que en las posiciones orto y meta.

El movimiento segmental se define como el movimiento lo
calizado en una parte de la molécula, En la molécula de
n - decano los &tomos de carbono centrales tienen el menor
T) por la restriccibn en el movimiento de esa parte de la
molécula ( figura 6 ).



Figura 6 .- T; de los &tomos de 13C de la mol&cula
de n - decano. '

TECNICAS DE PULSOS UNIDIMENSIONALES

Los experimentos unidimensionales se desarrollan en las &ta-
pas que se describen a continuacién.

Preparacifn.- Esta fase permite que los espines se encuen-
tren en equilibrio térmico o en un estado estacionario, que pue

de incluir la saturacién de algunas transiciones del sistema de
espines.

Evolucién.- Esta fase se inicia con la aplicacidén de un pulso
que genera la magnetizacidn transversal, cuyas componentes se
agrupan y desagrupan periodicamente por la diversidad de fre-
cuencias de resonancia contenidas en My. Durante la evolucién
de los espines se puede transferir magnetizacibén entre las es-
pecies isot&picas o modificar la coherencia con gue evolucionan
los espines.

Deteccibn.~ En esta fase se realiza la medicidn de la magne-~
tizacidn transversal con respecto a una frecuencia de referen-
cia. La fase de las sefiales detectadas es variable y puede ser
modificada al final del proceso.



ECO DE ESPINES

Esta secuencia de pulsos es importante porque permite
comprender el fendmeno de desenfoque y reenfoque de las com
ponentes de la magnetuzacién transversal.

La secuencia de pulsos es :
90°y === --- 180°4 =---T--- DETECCION

y su representacidn vectorial se muestra en la figura 7.
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Figura 7.- Desenfoque y reenfoque de los vectores en
la secuencia de pulsos Eco de Espines.

El pulso de 90°y desplaza a M, sobre el plano x', y' cu-
yos vectores se desagrupan en el transcurso del tiempo
por efecto de tres factores ( 29 ):
- la diferencia de frecuencias de resonancia,
- la inhomogeneidad del campo magnético By,
- los acoplamientos espin - espin.

El pulso de 180°x " refleja " los vectores que han evolu-
cionado en el plano x' y' sin alterar el sentido rotacional



‘de los vectores. Al final de otro tiempo ? igual al primero
los vectores se reagrupan en el eje - y'.

Esta secuencia de pulsos permite: eliminar los efectos de
la inhomogeneidad del campo magnético, detectar las sefiales
con la misma fase y posibilita la determinacién de Tj.

El acoplamiento espin - espin tiene diferentes efectos

durante el reenfoque de los vectores como se describe a conti-
nuacidn:

Acoplamiento homonuclear .- EI1 pulso de 180°y deja de ser:
selectivo, invirtiendo los estados poblacionales de A y de X,
por lo que los vectores contunuarén divergiendo.

Acoplamiento heteronuclear .- Los vectores de X que han e-
volucionado un &ngulo ¥ sobre el plano x'y'. invierten su sen_
tido rotacional al aplicarse un pulso de 180°y sobre A, ocu-
rriendo el reenfoque sobre el eje Y.

TRANSFORMADA DE FOURIER DEL ECO DE ESPINES

(SEFT)

Como una.extensién del fendémeno de desenfoque y reenfoque
de los vectores de la magnetizacidn, la descripcidn de la Trans
formada de Fourier del Eco de Espines es Gtil para la compren-
sién de los experimentos de RMN 2D.

La secuencia de pulsos SEFT es :
13¢ 90° --- 7--- 180° --- T --- DETECCION

1y — —mm——emm————e- L pree————
H  pDESACOPLADOR ‘ [ pEsacorL



La secuencia de pulsos SEFT permite identificar las sefiales

de C, CH, CH2, CH3 en base a su evolucién caracteristica por e-
fecto de su acoplamiento con los dtomos de hidrbgeno directamen
te enlazados, como se muestra en la figura 8..

@ @ @ @ 4 7{CHp)
de60 UKD
oo
SDDD o

W3S MRS NS -1.0-

Figura 8 .- Diagramas de evolucién de los multipletes
de 13c en funcién del tiempo.

La diferenciacibn de los &tomos de carbono con diferente
nGmero de hidr6genos unidos directamente, hace de esta técnica
una de las mas importantes en el proceso de edicidn espectral.
En la secuencia de pulsos se reenfocan las diferenéias de des-
plazamiento guimico, pero no la informacidn de las constantes
de acoplamiento.

Para la obtencidén de un esoectro SEFT se requiere de una
concentracién de 70 mg/ml, el tiempo de almacenamiento de las

sefiales es de 1 - 2 horas con una relacidn sefial/ruido minima
de 7 ( 31). )

TECNICAS DE PULSOS BIDIMENSIONALES

La RMN bidimensional surge como una extensién de la edi-
cibn espectral en donde se repite una secuencia de pulsos va-



riando el tiempo de evolucidn de los espines. Los experimen-
tos bidimensionales tambi&n se desarrollan en las tres é&tapas
indicadas en los experimentos unidimensionales ( preparacién,
evolucién y deteccibn ). )

En los experimentos bidimensionales se introduce una nueva
variable ( el tiempo de evolucifn t] ), realizandose dos Trans
formaciones de Fourier, obteniendose dos variables Fj y F3. La
informacién sobre el acoplamiento espin - espin gueda contenida
en t; ( F; ) y la informacién de los desplazamientos quimicos
queda contenida en ty ( Fp ).

En la figura 9 se muestra el proceso de adquisicibn y pro
cesamiento de la informacidn adquirida en un experimento de
RMN bidimensional,

(Y

_— adg 3
Preper e vetucian [\E*“IM Matriz de Datos
. D 5
) En (ts,t2)
] 2 tyg—
—_ En(tit) et horizontal
~— . E’l(ttgtm) £
t  variable t, En (te,£2) IJ

FT vertical

~—%

Figura 9.- Experimento de RMN bidimensional.

Dos clases de experimentos son comunes en RMN 2D: experi-
mentos con resolucidén de la constante de acoplamiento, en los
que un eje de coordenadas es el desplazamiento quimico y el



otro eje de coordenadas es J; y los experimentos de correlacién
de desplazamientos quimicos en los que ambos ejes de coordenadas
son desplazamientos quimicos de especies isotdpicas iguales o
diferentes.

CORRELACION HOMONUCLEAR DE DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS
( COSsY )

La secuencia de pulsos que di6 origen a la RMN 2D, fué pro-
puesta por Jeener ( 32 ) y esta constitulida por d s pulsos de
90° separados por un tiempo de evolucién variable. La secuencia
fué propuesta en 1971, pero comenzd a desarrollarse hasta 1976
cuando Aue ( 33 ) realizé el andlisis del experimento.

El experimento COSY se ha simplificado, permitiendo realizar
una asignacién répida de los espines nucleares que se encuentran
acoplados. '

La secuencia generalmente aplicada a hidr6genos consiste de
los sigquientes pulsos ;
90° ~---tj1--- 90° DETECCION
- tz-—_
el valor méximo que tj puede adquirir es T3, que representa el
tiempo de vida de la magnetizacién transversal. Dependiendo de

T2 la sensibilidad que puede alcanzarse durante el periodo de
adquisicién,

El primer pulso genera componentes de la magnetizacibn trans
versal, iniciandose el desenfoque de las componentes por efecto
de las diferentes frecuencias y de los acoplamientos. El segundo
pulso invierte las poblaciones de todos los nficleos, provocan-
do una interaccidén de las coherencias cudnticas sencillas de
los espines por efecto de su acoplamiento escalar. De esta for-
ma la magnetizacidén de una transicién de A puede ser transferi-
da a otro espin a través del acoplamiento escalar ( 34 ).



El resultado es un espectro que contiene los desplazamien-
tos quimicos de los espines en una diagonal y sefiales simétri-
cas fuera de la diagonal que indican las interacciones ( aco--
plamiento ) entre los espines ( 35 ).

La figura 10 muestra el espectro COSY simulado de la molécula
de n - propanol, en el que se aprecian los dos tipos de sefiales
indicados anteriormente.
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Figura 10.- Espectro COSY de n - propanol.

CORRELACION HETERONUCLEAR DE DESPLAZAMIENTOS

QUIMICOS (HETCOR).

El acoplamiento lH - 13C es un parimetro Gtil para esta-
blecer una conectividad entre ambos espines nucleares, de esta
forma se pueden realizar asignaciones en el espectro RMN de
13¢ a partir de la informacidn proporcionada por el espectro



de lH y viceversa.

La secuencia de pulsos HETCOR ( 36 ) es :

1n 90°y=-=t1--= A1=- 90°y~- - BESACOPLADOR

13¢ 180°y4= T -- 90°4- Ay~ DETECCION

la representacidn vectoriar de esta secuencia de pulsos es mos-
trado en la figura 11.
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Figura 1ll.- Representacién vectorial de la secuencia
de pulsos HETCOR. .

El pulso de 90°y sobre 1§ genera 1la magnetizacién transver=-
sal, cuyas componentes se desagrupan por la diferencia de fre-
cuencias asi como por los acoplamientos homo y heteronucleares.

El pulso de 180° sobre 13C invierte el sentido rotacional de
los vectores de lH, reenfocandolos al final del tiempo tj. Con
el primer tiempo de mezclado A; los vectores se desenfocan un
dngulo 180°, el segundo pulso de 90° transforma la magnetizacién
transversal en longitudinal, polarizando la magnetizacién de 1y
que a su vez polariza la magnetizacién de 13C. El pulso de 90°
aplicado a 13C regenera la magnetizacién transversal.



Una caracteristica de la transferencia de magnetizacibn es
que la rapidez de relajacibn de los espines esta gobernada por
el nficleo de lH, el cual por su menor tiempo de relajacién in-
crementa la rapidez de aplicacibén de los pulsos.

La figura 12 muestra el espectro simulado HETCOR de n - pro-
panol en el gue se observan las,sefiales de correlacién lg - 13¢,

1 .’g.'f ’ | 1y

~CH3 = | {_,.._--..

-CH - =t - = === L]
13¢c 2 T

HO-CHy ——i |- — -

Figura 12.~ Espectro HETCOR de n - propanol.

La asignacién inequivoca de las sefiales en el espectro de
13¢ puede lograrse con el experimento INADEQUATE 2D ( 37 ),
que permite identificar el esqueleto de la molécula a partir
del acoplamiento 13¢ - 13¢ , pero la baja sensibilidad de es-
te experimento limita su utilizacién.

Una alternativa para la asignacién inequivoca de sefiales’
en el espectro de 13¢ es 1a transferencia de magnetizacién de
1y a 13¢ a través de dos y tres enlaces de distancia, que se
logra con el experimento XCORFE ( 38 ).

La secuencia de pulsos es :
1H 90° 90° 180° 90° 90° 90° 180° 90°  DESACOP
13¢ T - t1/2 180° ¢1/2 90° 180°



las -dos secuencias de pulsos 90° 180° 90° corresponden a dos
secuencias BIRD ( 39 ), cuyo efecto es excitar a los hidrége
nos que no se encuentran directamente unidos al dtomo de car
bono observado, dejando intactos a los hidrégenos que se en-
cuentran a dos y tres enlaces de distancia.

El uso de un tiempo de evolucidén corto aumenta la sensi-
bilidad del experimento. La trayectoria de transferencia de
polarizacién es la siguiente :

Hy Hp Ts
C}—— Cy —— C3
4
3
Jen

TRANSFERENCIA DE COHERENCIA POR RELEVO

El experimento de transferencia de coherencia por relevo
( 40, 41 ), permite detectar sefiales de nficleos pertenecien-
tes a un sistema de espines aunque no exista acoplamiento en
tre ellos.

La secuencia de pulsos es :
90°y === t] =-- 90° =-- 180° -- 90° DETECCION

Cuando esta secuencia de pulsos es aplicada a un sistema
AMX ( en el que A y X pueden no estar acoplados ), el pri-
mer pulso de 90°-genera la magnetizacién transversal. El se-
gundo pulso de 90° transfiere la magnetizacién de A a M, man
teniendo la misma fase que el nficleo X. El pulso de 180° eli
mina los efectos que tienden a cancelar la magnetizacién
transversal y el tercer pulso de 90° transfiere la magnetiza-
cién de M a X.



El espectro obtenido muestra que la sefial de X esta modula-
da por las frecuencias de A y de M, por lo que se agruparin las
sefiales de A, M, X en una lfiea. Las intensidades de las seflales
" relevadas " dependen de las constantes de acoplamiento Jpm ¥
JMx como se muestra en la ecuacidn 8 ( 42 ):

I =sen( Jyy t ) sen( Juyx t ) exp ( -t/ T3 ) ec.8

por las diferencias de T3 y de las constantes de acoplamiento
las intensidades de las sefiales serdn diferentes, para los di-
ferentes nficleos presentes en la molécula.
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Figura 13.- Espectro COSY de un sistema AMQX ( a )

Espectro RELAY COHERENCE para el mismo
sistema ( b ).



DESARROLLO EXPERIMENTAL

El material vegetal fué adquirido en el mercado de Sonora
de la ciudad de México y clasificado bot&nicamente por la
M. en C. Abigail Aguilar, en el Herbario de la Unidad de In-
vestigacién Biomédica en Medicina Tradicional y Herbolaria
del I.M.S.S.

La rafz de Ipomoea stans se secd y molif, para ser macera
dos 2 kg del material vegetal en 4 litros de los siguientes
disolventes : éter de petrdleo, acetato de etilo y metanol.
Los extractos obtenidos se concentraron a presién reducida y
se analizaron por cromatografia en placa fina y RMN.

El extracto obtenido con acetato de etilo se separ6 en
una columna de vidrio empacada con gel de sfilice, utilizan-
do como eluyente CHCl3 y se aumentd la polaridad con metanol
hasta la proporcifén 9 : 1. En las primeras fracciones colec-
tadas se separaron carotenos y en las siguientes fracciones
eluyeron dos compuestos con caracteristicas espectroscdpicas
similares, que fueron designados A y B.

El compuesto A es aproximadamente diez veces mas abundan-
te que B y fué el que se utilizd para el trabajo experimental
que se describe a continuaciédn.

El compuesto A es un sélido blanco, amorfo con p. f. 115-
117 °C ( sin corregir ), soluble en los disolventes : THF,
CHCly, CHClj3, acetato de etilo, acetona y metanol. El espec-
tro IR del compuesto A ( figura 14 )}, tiene las bandas de o=~
xhidrilos asociados y de carbonilos esterififcados como sefa
les sobresalientes.

El espectro RMN de 1H del compuesto A ( figura 15 ), mues
tra sobreposicifn de sefiales en la regidn de 3 a 5.7 ppm que
son asignadas a hidrdgenos en posicidén gemela a oxhidrilos.

En la regidén de campo alto se observan sefiales correspondien
tes a hidrbSgenos alif&ticos similares a las de una cadena
lineal larga. El disolvente utilizado es CDCl3 y la referencia
interna TMS.



El espectro RMN de 13c gel compuesto A ( figura 16 ),pre-v
senta sefiales agrupadas en las regiones de : carbonilo de es-
ter, enlace C - O y las seflales alifdticas. La regién de car
bonilos muestra que el compuesto contiene diferentes esteres.

A partir de los datos espectroscOpicos anteriores y de la
informacidn bibliogrdfica revisada se postuld que el compues-
to A es un glucdsido.

Para facilitar la elucidacidén estructural del compuesto A,
se le hidrolizé en condiciones b&sicas para eliminar los &ci-
dos carboxilicos que se encontraban esterificados. Las condi-
ciones experimentales utilizadas fueron : 40 mg del compuesto
A se agregaron a una disolucdén de-NaOH 0.1 N en agua/etanol
(1 :1), calentando a bafio marfa durante 3 horas a 70 °C.

La mezcla de reaccién 'se neutralizd con HC1 0.1 N y se rea
1iz6 una extraccién con éter etilico. La disolucién acuosa fué
liofilizada y disuelta en metanol para percolarse en gel de si
lice y eliminar las sales inorgénicas. El residuo obtenido al
final de esta &tapa de purificacién fué un sblido blanco cuyo
espectro IR ( figura 17 ), demostrd que la saponificacién fué&
cuantitativa. El espectro de RMN de lH tambi&n mostrs una sim
plificacibén en la regibén de hidrdgenos alifdticos ( figura 18 )
y en el espectro de RMN de 13¢  disminuyeron el nfimero de seiia
les de carbonilo de ester ( figura 19 ), al compuesto A hidro-
lizado le denominaremos glucSsido AH. '

Para la identificacién de los azficares se hidrolizaron
250 mg del compuesto A con HCl 2N en la mezcla de agua/etanol
1 : 1 en volGmen a reflujo durante 4 horas. La mezcla de reac
cién se neutralizd con KOH 1.5 N y se extrajdé con CHCl3, la
fase orgfnica se utilizd para la determinacidén de los &cidos
presentes en la molécula del compuesto A. La fase acuosa se
liofilizd y por cromatografia en placa fina ( silice ) utili-
zando como fase mdévil butanol/ &dc. ac&tico/ agua en la propor
cién 8:1:1, identificandose glucosa y ramnosa.



Para el sistema acoplado cromatografia de gases - infrarrojo
se utilizaron las siguientes condiciones :

Crométografo Hewlett Packard modelo 5890

Columna Megaboro de 5 m de longitud,
0.5 mm de didmetro interior.

\

Fase estacionaria Metil silicén
3
. Temperatura inyector 250 °C
i Temperatura horno 40 °C 2 min,.
40 - 240 °C 10 °C/min
« ) 240 °C 8 min.
i

Presi6n de He 8 psi

La interfase del infrarrojo corresponde al modelo Nicolet 20SXB
Yy es del tipo " light pipe ", que se encontraba a 230 °C y como gas
‘auxiliar se utilizé He con un flujo de 10 ml/min. El cromatograma
obtenido se muestra en la figura 20.

- REREY

El sistema acoplado cromatografia de gases - espectrometria de
masas, tenfa las siquientes caracterfisticas :

EE
i

Crométografo Hewlett Packard modelo 5890

Columna Capilar de 25m de longitud,
0.2 mm de didmetro interno.

% Fase estacionaria Metil silicén

i Temperatura inyector 250 °C

e

o Temperatura horno 40 °C 2 min,

- 40 - 250 °C 15 °C/min.

250 °C 7 min.

Presifén de He 15 psi

i Split 1: 50



El detector utilizado fué& un Detector Selectivo de Masas Hew-
lett Packard modelo 5970, la temperatura de la linea de transfe--
rencia fué de 230 °C. El cromatograma obtenido se muestra en la
figura 21.

Los espectros de RMN bidimensionales que se describen poste--
riormente fueron obtenidos en un espectrémetro Varian XL 400.
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RESULTADOS Y DISCUSION

- ASIGNACION DE LAS SENALES DE lH PARA LOS MONOSACARIDOS

La elucidacidn estructural de oligosacdridos por RMN requiere
del reconocimiento de las sefiales pertenecientes a cada monosaci-
rido, asi como de la identificacién de los saciridos con los
+ . desplazamiento quimico y constantes de acoplamiento y finalmen
te la secuencia de unién de los monosacéridos con experimentos de
relajacién., Para obtener esta informacién la RMN tiene muchos ex-
perimentos uni y bidimensionales, algunos de ellos se describen a
continuacién para la elucidacidn estructural del glucésido AH.

El experimento de Transferencia de Coherencia por Relevo (40,
41), aplicado al glucésido AH permitid diferenciar las'sefiales de
RMN de lH de cada uno de los monosaciridos ( fiqura 22 ), en este
espectro se observan gran cantidad de sefiales fuera de la diagonal
‘para facilitar la interpretacién del espectro se realizd la edi~-
cibn espectral del mismo ( figura 23 ).

Con la edicidn espectral es posible determinar con exactitud
los desplazamientos quimicos de los hidrSgenos correspondientes a
los cuatro sacédridos. La carencia de metilos en el sistema IV, lo

\ identifica como glucosa, entanto que los demds sacdridos se iden=-

)tificarén a partir de sus desplazamientos quimicos y constantes de

/ acoplamiento.

El experimento COSY permite identificar el acoplamiento entre
espines, con las seflales fuera de la diagonal. La aplicacién de
COSY a la elucidacidn estructural de oligosaciridos tiene poco
uso a pesar de la valiosa informacidn que proporciona ( 43, 44 ).

El espectro COSY del glucSsido AH ( figura 24 ), permite iden
tificar los desplazamientos quimicos y la secuencia de acoplamien

to en cada monosacirido. A partir de la informacidn proporcionada
por el experimento Relay Coherence y que los hidrdgenos anoméri--

cos se encuentran desplazados a campo bajo, con estas seflales se



inicidé la conectividad de hidrégenos.

El procedimiento de interpretacidn del espectro COSY se descri-
be para la molécula de glucosa en el glucésido AH. En 4.97 ppm se en
cuentra la seflal del hidrbgeno Hj que tiene un contorno en la diago-
nal de la figura 24a, tanto en sentido vertical como horizontal se
localiza un contorno que revela conectividad con Hp, al proyectar
los contornos simétricos sobre la diagonal se conoce el desplazamien
to quimico de Hy en 3.41 ppm. Al cuadrado generado en esta secuencia
le conoce como " cuadro de conectividad ".

Hy a su vez tiene interaccién con otro espin, como se deduce del
contorno ubicado en 3.49 ppm mostrado en elcuadro de conectividad co-
rrespondiente a H3. A partir de este contorno prolongando la horizon
tal y la vertical se tiene otro cuadro de conectividad con un contor
no en la diagonal en 3.13 ppm correspondiente a H4.

Con la misma secuencia se detrmina el desplazamiento quimico de
Hg que se de 3.25 ppm. Y al prolongar la vertical y la horizontal a
partir del contorno en 3.25 ppm se observan interacciones con dos nfi
cleos, cuyos cuadros de conectividad corresponden a Hg y Hga, con des
plazamientos quimicos de 3.55 y 3.85 ppm.

Para los otros sacdridos se desarrolld la misma secuencia de ob
tencidén de cuadros de conectividad y la representacidn gré&fica de
los mismos se muestra en las figuras 24y, 24o, 24g. En la tabla I
se presentan los desplazamientos quimicos de 1y para los cuatro mo-
nosacéridos.

- ASIGNACION DE LAS SERALES DE 13C PARA LOS MONOSACARIDOS

La interpretacién del espectro de RMN de 13C para el glucésido
RH se realizd con ayuda del espectro HETCOR ( figura 25 ), en el
cual se deducen los desplazamientos quimicos del &tomo de 13¢c a par
tir del desplazamiento quimico del &tomo de 1H unido directamente
a €l.

La interseccidn de ambos ejes de coordenadas ( desplazamientos
quimicos de 1y y de 13c ), permitié determinar los desplazamientos



quimicos de 13¢, que son presentados en la tabla I.

Con experimentos de relajacidén y con los valores de las cons
tantes de acoplamiento obtenidos, para la molécula de quinovosa
pura y su derivado peracetilado se logrd identificarla en el glu-
c6sido AH presente con dos unidades y una de ramnosa.

- DETERMINACION DEL SITIO DE UNION DE LOS MONOSACARIDOS

La RMN permite establecer el sitio de unién de los monosaci-
ridos entre si con el experimento de Efecto Nuclear Overhauser,
en el que se irradia un espin con una radiofrecuencia secundaria
y a partir del incremento en la intensidad de algunas sefiales :«
se deduce cuales nficleos se encuentran espacialmente cercanos y
conociendo sus desplazamientos quimicos se establece la secuen-
cia de unién.

El espectro de la figura 26 muestra el efecto causado al irra
diar H] de ramnosa, observandose interaccién intramolecular con
Hy ( 3.94 ppm ), §si como con Hz de glucosa ( 3.40 ppm ). La au=-
sencia de interacdiones de Hy de ramnosa con H3 y H4 intramole--
cular, indican la posicibén alfa de Hj. Deduciendose de este ex--
perimento la secuencia de unidn : o ramnosa-(l-2)-glucosa.

En la figura 27 se representa la irradiacién sobre Hj de glu-

cosa, que interactfia con Hz, H3 y H5 jntramolecularmente mostran-
do una configuracién beta en Hj. También se observa una interac-
cién con Hy de quinovosal, teniendose la secuencia : glucosa-
(1-2)-quinovosa1.

En la irradiacibn sobre Hj) de quinovosa se observa incremen
to en las sefiales de Hy, H3 y Hs intramoleculares que indican la
posicién beta de Hy. El efecto sobre la ramnosa se observa en el
incremento de la sefal de H4, siendo la secuencia de unién :

2 quinovosa=-(1-4)~- ramnosa. ( figura 28 ).

Y finalmente la irradiacién sobre Hj de quinovosal demues--
tra la configuracién beta por el incremento en las intensidades
intramoleculares de Hy, H3 y Hs. El incremento en la sefial loca-
lizada en 3.61 ppm correspondiente al &cido graso, completa la



secuencia de unién 13 quinovosa - (1-4) -« ramnosa - (1-2) -
/3 glucosa - (1-2) -5 quinovosal - &cido graso hidroxilado.

-~ MOVILIDAD SEGMENTAL DEL GLUCOSIDO AH

Los valores de Tj proporcionan informacién valiosa sobre la
movilidad del glucdsido AH. Utilizando la técnica de " recupera-
cibén de la inversidén ", se conocieron los tiempos de relajacibn
promedio de los &tomos de 13¢ de los monosaciridos, deduciendose
de ellos que la molécula de quinovosa se encuentra al final de
la cadena del oligosacérido por tener un Ty = 0.34 seg. mayor
que el de los demds monosacdridos T; = 0.24 seg. Hecho que con-
cuerda con lo reportado en el experimento ENO.

- IDENTIFICACION DE LOS ACIDOS CARBOXILICOS

Los productos de la hidr6lisis &cida del glucbsido A extrai-
dos con CHCl3, se analizaron con los sistemas analiticos acopla-
dos cromatografia de gases - espectrometria de masas y cromato--
grafia de gases - infrarrojo. Con los espectros obtenidos se iden
tificaron los esteres etilicos de los &cidos carboxilicos presen-
tes en el glucdésido A.

La comparacidn espectral que se muestra para los espectros
de infrarrojo tienen como fuente la Biblioteca Aldrich en fase
vapor ( EPA ) y con los espectros de masas se tiene como fuente
la Biblioteca de la NBS.

< En la figura 30 se muestra el espectro de IR para el compues

to con tr= 1.71 min. en el sistema CG - FTIR, destacando la banda
de carbonilo de ester ( 1732 cm~! ), una banda en 1150 cm~l de 1la
elongacién C-0 y las sefales de baja intensidad en 2985 em~1 su-

gieren que la molécula es de cadena corta. '

En la figura 31 se presenta el espectro de masas del mismo
ester, en el que se tienen como seflales importantes las siguien-

- tes : m/z = 102 el i6n molecular con una f£6rmula condensada de



Cs Hip O2 , el pico base se localiza en m/z = 29 para un ién etilo
la sefial en m/z = 57 se asignd al ifn CH3-CH2~C=0%*. Con base en

la asignacidn de sefales y con la comparacién de espectros se i~ \
.dentificé a este compuesto como propanoato de etilo.

Para explicar algunas de las sefiales en el espectro de masas
se tienen los siguientes mecanismos ( 45 ): ‘

0 e e L T
0 0

0 m/z + 57
WeL + +
) QH ‘2 QH
'j \\’/k\O‘ m/z= 74
+
CHz:CH2
OH ,
\\/”§: OH r
+0H ‘
v
Mz =175 +
CHz’CH'

= El espectro de IR con tr = 2.25 min. en el sistema CG - FTIR
muestra una banda de carbonilo de ester intensa en 1731 cm~l,
las bandas en 1325 y 1375 cm~! de un radical isopropilo ( figu-
ra 32 ).

El espectro de masas correspondiente ( figura 33 }, tiene en

m/z = 116 el idn molecular, el pico base se localiza en m/z = 43

de un ién isopropilo.



Se interpreta el espectro de masas con los mecanismos siguien
tes ; )

o r . 0
\"f{’\o/\ —_— W.‘. + . “\0/\
.m/z = 43
9 1t o«
W/}‘{r)/\ — Y=0 + 0N
m/z = 71
+ . +
Ty OH € OH
lO‘ L1 0'
m/z = 88
CH2=CH2

Con la ayuda de la comparacién espectral se corrobora la es-
tructura de 2-metil propanoato de etilo.

En el compuesto con tr = 4.02 min. del espectro IR sobresa-
le la banda de carbonilo de ester en 1730 cm~l ( figura 34 ).

El espectro de masas de este compuesto ( figura 35 ), mues-
tra el i6n molecular en m/z = 130 que corresponde a una férmula
condensada de C7 Hj4 Oz, el pico base corresponde a un idn etilo
y los demds iones se explican con los mecanismos :

2~ o
AT e
m/z = 57
o If +



. +
OH

b
: Gt QH (i, 0
\ — ) —
- 0 /Y\O
n/z = 102
+

+ B
o, HO
+ O F
OH
N

m/z = 74

Con esta informacidn se establece la estructura de 2-metil bu-

-+ tanoato de etilo.

- En el espectro IR de la figura 36 sobresale una banda de -OH
en 3550 cm~1l y la banda de carbonilo de ester en 1736 eml.

El espectro de RMN de 1H de este compuesto como &cido libre
( fiqura 38 ), tiene una sefial en 2.49 ppm ( multiplete ),corres-
pondiente a un hidrdgeno adyacente a carbonilo y a una funcionali
dad C-OH que lo desplaza a campo bajo. La sefial en 3.92 ppm ( mul
tiplete ) corresponde a un hidrdgeno en posicidn gemela a oxhi--
drilo. Las sefiales en 1.25 ppm corresponden a dos metilos gque son
desplazados a campo bajo por su cercania a grupos desprotectores
( carbonilos y oxhidrilos } y la sefial en 2.18 ppm corresponde a

un -OH. Siendo una estructura probable la siguiente :

(] 0/\
Para corroborar la estructura anterior se interpreta el es-
pectro de masas ( figura 37 ), con los siguientes mecanismos:



OH

— 5. A

m/z = 45

+
HO
H .

+
Hg\o/\\//
m/iz = 74
1t
wm—n
1t
wmammanilie

H .
FNA + *CHy
m/z = 131
oo
,Ja\T/EO + 0N
m/z = 101



- Para elucidar la estructura del &dcido graso se utilizd el es--
pectro de IR ( figura 39), en el que sobresale la banda de -OH en
3650 cm~1, la banda de carbonilo de ester en 1731 em~1 y la inten=-
sidad de la banda de elongacién de metilenos indica una cadena con
mas de ocho metilenos.

La espectrometria de masas ha sido ampliamente utilizada para
conocer la posicidén del oxhidrilo en la cadena, asi como para esta
blecer la longitud de la cadena ( 17,19 ). Se han utilizado los eg
teres metilicos y etilicos por su mayor presién de vapor respecto
al dcido libre para obtener los espectros de masas.

A partir de la informacién proporcionada sobre la identifica-
cifén de las resinas glucosidicas, la sefial con m/z =101 del espec-
tro de masas ( figura '40), se produce por una fragmentacién alfa
al oxhidrilo. La sefial con m/z = 200 se produce por fragmentacidén
alfa al hidroxilo ( ién complementario al de m/z = 100 ) con rea~
rreglo de un protdén y la sefal en m/z = 83 se genera en dos éta--
"pas en la primera se forma el i6én con m/z = 101 que posteriormente
se deshidrata. Los mecanismos de los iones anteriores se describen
posteriormente. ‘

Con estos iones se deduce que el &cido graso tiene una longi-
tud de 16 dtomos de carbono y que el oxhidrilo se encuentra en la
posicién 1l. En el espectro de masas hay varios iones cuyas sefia==
les tienen gran intensidad ( m/z = 157, 183, 229 )}, pero no pueden
explicarse directamente de la molécula, por lo que se supone que
estos iones son formados por rearreglo.

Otro punto interesante es que Walker ( 46 ) en su libro presen
ta espectros de masas de &cidos grasos hidroxilados, en que los
picos mas intensos corresponden a la fragmentacién alfa a oxhidri-
lo, hecho que no concuerda con el espectro de la figura 40 , una
explicacidén de este fendmeno puede ser la diferencia de sensibili
dad en los detectores utilizados.



m/z = 83

Con esta informacifén se tiene completa la estructura del
glucbsido AH y que es : 3 quinovosa - (1-4) - « ramnosa - (1-2) =
B glucosa - (1-2) -/G quinovosa1 « ( 1-11) = Acido 1ll~hidroxi
hexadecanoico.

- ESTUDIO XCORFE DEL GLUCOSIDO AH PERACETILADO

El experimento XCORFE permite realizar la asignacidn inequi=-
ca de los dtomos de 13c y por consiguiente determinar el esquele-
to de la molécula, gracias a la transferencia de magnetizacidn de
los &tomos de hidr6geno al &tomo de 13C ubicado a dos y tres en--
laces de distancia. Debido a la sobreposicibn de sefiales en el es
pectro de RMN de lH y de 13C del glucésido A no se pudd realizar
este experimento sobre dicha molécula. Sin embargo el derivado
peracetilado del glucSsido AH presentd mejor resolucidén en sus es
pectros asi como menores tiempos de relajacién, favoreciendo la
realizacibén del experimento XCORFE.

La figura 41 muestra el espectro RMN 8e &H del glucbésido AH
peracetilado y la figura 42 presenta el espectro RMN de 13c gel
mismo compuesto.

Para establecer los desplazamientos quimicos de los hidrége-
nos se utilizé el espectro COSY ( figura 43), que con el mismo pro
cedimiento descrito para la interpretacidn del glucdsido AH se ob-



tuvieron los desplazamientos quimicos presentados en la Tabla II.

Con el espectro HETCOR del glucSsido AH peracetilado se cono-
cieron los desplazamientos quimicos de los &dtomos de 13¢, basan--
dose en la informacidn del espectro COSY, y los valores obtenidos
se resumen en la Tabla II.

En las figuras 45 - 50 se muestra la edicién del experimento
XCORFE del glucdsido AH peracetilado, en los que se indica el &to
mo de hidrégeno que transfirid la magnetizacién y el &tomo de 13C
que recibié la magnetizacién. Como puede cbservarse en, los espec-
tros el tiempo de evolucién y mezclado de los pulsos se optimizd
para detectar la transferencia a través de tres enlaces de dis-
tancia.

Sobresalen los espectros en que se transfiere magnetizacién
a través de heterodtomos que unen a los monosaciridos, confirman
do la secuencia de unién establecida con los experimentos ENO.

Con los resultados mostrados se demuestra la capacidad del
‘experimento XCORFE para asignar inequivocamente las sefiales de
13¢ y con ello construir el esqueleto de la molécula ( ayudado
con el experiment63iCOSY ) y ademds establecer la secuencia de
unién de los monosacéridos sin realizar experimentos de relaja-
cibn,



I

"TABLA I

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE LOS SACARIDOS EN EL
- GLUCOSIDO AH

GLUCOSA RAMNOSA
1y 13¢c ly 13¢
_ 1 4.97 101.8 5.30 101.0
5 2 3.41 77.8 3.93 72.0
3. 3.49 79.0 4,02 72.0
o 4 3.13 72.6 3.59 83.0
5 3.25 77.8 4.30 67.5
g 6 3.55 63.2 1.27 . 18.0
e 6a 3.85
N - b
- ;
QUINOVOSA QUINOVOSA
v
;’t :
1y 13¢ 1y 13¢
v! .
- 1 4.59 104.9 4.36 103.0
. 2 3.20 76.0 3.56 78.7
: 3 3.34 77.8 3.65 78.0
4 3.0 73.0 2.96 77.1
L 5 3.34 73.0 3.25 73.2
P 6 1.30 18.0 1.28 18.1
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TABLA Iz

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS EN LOS SACARIDOS DEL

GLUCOSIDO AH PERACETILADO.

GLUCOSA
1y 13¢
4.82 100.7
3.62 76.5
5.24 71.8
4.89 69.9
3,91 72.0
4.06 62,9
4,28
QUINOVOSA
1y 13¢
4.96 100.8
4.86 69.8
5.16 73.9
4.77 74.2
3.75 70.2
1.20 17.6

RAMNOSA
1y 13¢
4.87 98.9
5.02 70.8
5,25 75.5
3.74 70.1
4.12 67.5
1.33 18.1
QuiNovosal
1y 13¢
4.48 101,5
3.80 71.8
5.12 73.7
4.61 74.6
3.63 69.9
1.15 17.7



CONCLUSIONES

l.- Se eluciddé la estructura del glucbsido AH con los
experimentos : Transferencia de Coherencia por Relevo,
Correlacidn homonuclear de desplazamientos quimicos,
Efecto Nuclear Overhauser y con espectrometria de masas.
La fé6rmula del gluc6sido AH es : quinovosa = ( 1=4 )=

ramnosa - ( 1-2 ) - glucosa - ( 1-2 ) - guinovosa
- ( 1-11 ) - &cido 11 - hidroxi hexadecanoico.

2.~ Se asignaron los desplazamientos quimicos de 1lH de
cada uno de los monosacéridos, con los experimentos de
Relay Coherence y COSY.

3.- Se asignaron los desplazamientos quimicos de 13c de
cada uno de los monosacdridos, con el experimento HETCOR.

4.- La medicién de los T3 promedio de cada monosacirido
permitid conocer la movilidad segmental del glucésido,
corroborando que la quinovosa se encuentra en la parte
terminal del glucésido.

5.- El experimento XCORFE del glucésido AH peracetilado,
permiti6 determinar los sitios de unidén de los monosaci-
ridos y al mismo tiempo asignar inequivocamente los des-
plazamientos quimicos de 13C de los monosacéridos.

6.- Se demostrd la aplicabilidad de los experimentos uni
y bidimensionales de RMN para el estudio de moléculas
orgénicas complejas, sin ninguna reaccidn quimica degra-
dativa.



: 7.- Los sistemas analiticos acoplados CG ~ FTIR y CG - EM
- facilitaron la identificacién de los &cidos carboxilicos
presentes en la molécula del glucésido A.

i
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Figura 27.-

Espectro ENO de la irradiacisn de H) de glucosa.




Figura 28.~ Espectro ENO de la irradiacién de Hj3 de quinovosa.



.Figura 29.- Espectro ENO de la irradiacién de Hj de la quinovosal.
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, Las figuras 45 - 50 muestran la edicidn espectral del
_d experimento XCORFE aplicado al gluc6sido AH peracetilado.
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