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Introduccion

Dentro de las diferentes culturas, Ia gastronomia es una de las caracteristicas
medulares en el conocimiento de los hibitos y costumbres alimenticios de un pueblo.
Existen sociedades en cuya gastronomia se incluye el uso extensivo de especias, mientras
que otras incluyen el consumo de mariscos y pescado, otras mas el de cereales, etc. En
aspectos tan generales como la alimentacion, cada cultura tiene sus propios parametros y
gustos por algunos alimentos mas que por Otros. Sin embargo, se ha observado que en
niveles muy generales, para que la comida tenga aceptacion y sea de agrado general, debe
reunir 4 caracteristicas principales: sabor, valor nutritivo, apariencia y consistencia en la
boca.

El Instituto publico de comercializacion de la comida en Estados Unidos “Food
Marketing Institute Public”, llevd a cabo un estudio de mercado y publicé que los
consumidores consideran que el sabor se encuentra en primer lugar de importancia dentro
de las 4 caracteristicas principales de los alimentos. Sin embargo, en estos ultimos afios, el
valor nutritivo ha cobrado una enorme importancia y se ha colocado en un segundo lugar.
Fl avance tecnologico en la medicina ha logrado crear conciencia de la calidad de la
alimentacion que debe tener el ser humano dentro de las sociedades modernas.

1. Los Sabores en la Historia.

Desde tiempos muy remotos, los sabores fueron objeto de atencién en las
culturas por medio del uso de las hoy muy conocidas especias. Su utilizacion en la comida
dando color, sabor o bien en el olor a la misma se reporta extensamente a través de la
historia. Sin embargo, ailn mas importante que su utilizacién en la comida fue la naturaleza
terapéutica que ellas presentaban y que hicieron de ellas sustancias muy utiles y apreciadas
en la antigiiedad.

Desde la antigua China, las especias formaban una parte importante en el
comercio y este hecho influyé de tal modo, que, incluso durante el siglo XVIIL, los paises
o zonas que controlaban el trifico de especias eran, tanto econdémica como politicamente,
las naciones mas poderosas en aquella época. Desde entonces, los aromas, los colores y
los sabores de las especias, y en general, cualquier sustancia con estas caracteristicas,
tienen una importancia comercial que trasciende hasta nuestros dias.

1. Sabores y Olores

El sabor se ha definido como una memoria y una experiencia. Es una relacion
entre la sensacion fisica (la apariencia, textura y consistencia) y la sensacion bioquimica (el
olor). La “Society of Flavor Chemists™ lo definen como la suma de las caracteristicas de
cualquier material en la boca que son percibidas principalmente por los sentidos del gusto
y del olfato y que son procesados en el cerebro. Hasta el momento, se reconocen 4
sabores principales: salado, dulce, agrio y amargo. Algunos libros' consideran un quinto
sabor, el sabor umami, que corresponde al sabor a carne.

1 Enciclopedia Kirk Othmer.
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Los sabores se perciben por medio de mas de 10,000 papilas gustativas
presentes en la lengua. Los compuestos quimicos que presentan el sabor, reaccionan con
los receptores en la superficie de las células sensoriales en las papilas gustativas, causando
despolarizaciones eléctricas, es decir, caidas de voltsje a través de la membrana celular
sensorial. A la serie de eventos bioquimicos que participan en este proceso se le llama
transduccion.

Muy relacionado con el sabor esta el olor, al que se le ha considerado como
80% del sabor. Andlogamente se considera que hay 7 olores basicos: etéreo, canforaceo,
floral, mentolado, fétido, purgente y musty. Sin embargo, se han liegado a reconocer hasta
10* posibles sensaciones de olor.

La fisiologia del olor es mucho mas compleja que la del sabor. Se considera que
para que una substancia tenga olor debe llegar al epitelio olfativo en la parte superior de la
nariz y se debe poner en contacto con los cilios membranales olfativos. Los receptores
olfativos son moléculas proteicas localizadas en los cilios. Las substancias deben ser lo
suficientemente volatiles y con bajo peso molecular para que puedan entrar en los canales
nasales por inhalacion.

La isomeria y la conformacién espacial de las substancias, son de las
caracteristicas mas importantes en la cuestion del olor y de ahi se deriva la importancia
estereoquimica dentro de los olores. Se conocen muchas substancias quimicas cuyos
enantiémeros poseen diferentes olores.

Fl analisis y la identificacion de los compuestos con olor no son, de ninguna
manera, algo sencillo y desde los afios 80 se hace por cromatografia de gases acoplado a
olfatometria. Esta técnica se ha vuelto mas cuantitativa y se basa en la deteccion de la
intensidad del olor a través de medidores o detectores biologicos”. Las técnicas mas
modernas tienen su principio en la grabacion computarizada de comparaciones de ia
percepcion de la intensidad de los olores y surgen como alternativas de analisis mas
cualitativo y cuantitativo’.

111. Saborizantes y Aromatizantes: su Clasificacion

A cualquier substancia quimica o mezcla de substancias que provea de un cierto
olor y/o cierto sabor se le llama saborizante. Hay varias clasificaciones de saborizantes, sin
embargo una de las mas utilizadas es la clasificacion de acuerdo a su origen en: naturales y
artificiales.

Los saborizantes naturales incluyen especias, hierbas, aceites esenciales y sus
extractos, concentrados, frutas, jugos, esencia de frutas, materiales animales y vegetales y -
sus extractos, asi como compuestos quimicos aromaticos aislados por métodos fisicos de
productos naturales.

Los saborizantes artificiales incluyen compuestos alifaticos, aromaticos y
terpénicos que son producidos sintéticamente. Los saborizantes artificiales son definidos
dentro del Codigo de Regulaciones Federales de Estados Unidos de Norteamérica (“Code
of Federal Regulations™) como cualquier substancia o substancias cuya funcion es impartir

21 6pez M., Ciencia y Desarrollo, V.XXIV,141, (1998), 42.
3 Kirk Othmer, idem.
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sabor y que no se deriva de productos naturales. Algunos de estos compuestos artificiales
que dan esenciaimente el sabor principal son muy utilizados dentro de la industria para dar
el sabor a pastillas para la tos, pastas dentales, goma de mascar, dulces, bebidas
refrescantes, reposteria, gelatinas, helados, margarinas y quesos. El hecho de que sean
substancias artificiales no quiere decir que su valor nutritivo sea menor que el de las
naturales.

Dentro de los saborizantes artificiales algunas las substancias que imprimen
sabor de piiia y de fresa se presentan a continuacion.

 Sabor | Compuesto
Piiia Caproato alilico
Butirato de Etilo
B-metil tiopropionato de metilo

Fresa |Cinamato de metilo
4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona
Etil metil fenilglicidato (B-metil-B-fenil
oxirancarboxilato de etilo)

Propionato de Metilo

Butirato de Fenetilo
3-fenilpropilisovalerato

Acetato de piperonilo

Isobutirato de Etilo

Benzoato de Bencilo
(+/-)-3-fenilglicidato de Etilo

maltolato de etilo

Tabla x-1 Compuestos comerciales con propiedades organolépticas caracteristicas.

Estos productos se pueden obtener de manera comercial a través de diferentes
compafiias reconocidas en el manejo de substancias quimicas puras’.

De manera comercial, la industria del sabor no solo conmsidera un solo
compuesto para obtener el sabor deseado. Las mezclas de diferentes compuestos dan lugar
a diferentes variedades en el mismo sabor. Estas mezclas se pueden obtener a través de
diferentes compaiiias especializadass.

i
il iy

iy
el
I i

i
1]

IV. Aspectos Economicos

De acuerdo con algunos estudios presentados en la literatura, la industria de
extractos, saborizantes y jarabes emplea aproximadamente a 8200 personas dentro de 280
compafiias solamente en Estados Unidos de Norteamérica. De estas 280 industnias, 99 de
elias emplean a mas de 20 personas. El nimero de compaiias ha disminuido desde 1972,
sin embargo, debido a la presencia de las compafiias grandes, €l porcentaje no ha variado
mucho con el tiempo.

4 Aldrich Flavor and Fragances Catalog 1996.
5 (IFF) International Flavour and Fragances Mexico S.A de C.Vy Taste Maker.
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Afio | Numerode -]

~ - | Compaiijas { = - em 5 (%) ~
1972 400 115 (28 8)
1977 368 132 (35.9)
1982 343 131 (38.2)
1987 280 99 (35.4)

Tabla x-2. Relacién de nimero de compaiiias y nameros de empleados en diferentes aiios.

¥, Regulaciones Nacionales e Internacionales.

Las reglamentaciones sobre sabores y saborizantes cambian de pais a pais, sin
embargo, se han dado grandes avances en la armonizacién de las reglamentaciones en
substancias de importancia internacional.

Existen al menos 5 maneras en que los paises pueden controlar y administrar las
leyes de importacién, exportacion y uso de los saborizantes y substancias aromaticas.

V.1 Paises que tienen listas de aditivos quimicos permitidos para consumo en la
comida.

Cualquier substancia que no esté presente en la lista no podra entrar al pais con
fines comerciales. En Estados Unidos existe el llamado “Food Additive Petition” y la ruta
GRAS (“Generally Recognized as Safe”). Las substancias nuevas que deseen ingresar a
Estados Unidos y que puedan ser utilizadas en la comida, si no encuentran su registro en
la lista deberan someterse a alguno de estas 2 rutas con el fin de ser utilizados en ese pais.
Tabla x-3. Paises con lista de substancias
quimicas para comida permitidas -

Japén
Suiza
Estados Unidos de Norteamérica
La Ex- Unién Soviética
V.2. Paises con lista de aditivos quimicos prohibidos para consumo en la comida.

Cualquier substancia que no esta en la lista puede ser utilizada sin restricciones.
Este sistema tiene la desventaja de que los productos nuevos no probados con
anterioridad, pueden llegar a ser utilizados sin analisis previos.

Tabla x-4. Paises con lista de substanciss
quimicas para comida prohibidas
Australia
Brasil
Canada
Chile
India
Nueva Zelanda
Singapur
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V.3. Paises con lista de productos permitidos y productos prohibidos.
Estos paises poseen ambas listas y con ello todas las ventajas y las desventajas
que ambos sistemas presentan.
Tabla x5, Paiscs cop Lista de substancias -

V.4. Paises sin reglamentacion especifica.

En estos paises hay que consultar las agencias ‘especializadas dedicadas a los
sabores para poder conocer las restricciones que presenta el pais para la exportacion de
saborizantes a dichos paises.

Tabla x-6. Paises sin reglamentaciones especificas. |
Austria Francia Grecia Reino Unido
Bélgica | Sudafrica Jamaica Irlanda

Dinamarca | Portugal | Luxemburgo Suecia

Noruega

V.5. Paises sin legislacion especifica.

Algunos otros paises piden aprobacion previa por parte del gobierno de la
agencia exportadora. Estos paises no poseen legislaciones especificas y aceptan las
legislaciones de otros paises.

Tublz x-7. Paises que aceptan Ia legistacion de otros |
paises R R
Finlandia Polonia
Hungria Bulgaria
Per

En México no se cuenta con reglamentacion especifica para la importacion o
exportacion de productos quimicos utilizados en los alimentos, y es a través de las grandes
empresas comercializadoras de sabores o bien a través de empresas vendedoras de
productos quimicos puros, como s¢ pueden obtener ciertos productos sin restriccion
alguna. En muchos casos, cuando existe una aceptacion previa por parte del pais
importador, los procedimientos aduanales para su importacién son mucho mas sencillos.

V1. Importancia del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo (glicidato de etilo).

Dentro de las substancias quinticas artificiales que imparten sabor y olor a fresa
se encuentra el éster etilico del acido 3-metil-3-fenil-oxirancarboxilico, cominmente
llamado 3-metil-3-fenilglicidato de etilo, o bien simplemente glicidato de etilo. Esta
substancia se vende comercialmente como la mezcla de isomeros Ey Z y se utiliza en
reposteria, bebidas alcoholicas, confiteria, jarabes, dulces, etc. La FEMA (Flavour and
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Extract Manufacutrers Association) le ha otorgado una categoria de generalmente
inofensivo (GRAS Generally Recognized As Safe). La IOFI (International Organization of
Flavour Industry), el Codigo (Food Chemical Codex) y el Consejo Europeo en su
publicacion <Natural Flavouring substances, Their Sources, and Added Artificial
Flavouring Substances> lo consideran apto para el consumo humano en las siguientes
proporciones: Bebidas alcohélicas (5 mg/kg.), dulces (10 mg/kg.), reposteria (10 mg/kg.).

Asimismo, se utiliza como agente encapsulante de gomas de mascar y en la
industria de polimeros como agente aromatizante en espumas de poliuretanos.
~ La importancia de este producto no solo es comercial per se sino que también
presenta una estructura muy particular desde el punto de vista quimico. Se trata de una
mezcla isomérica (Z y E) que a su vez, debido a la presencia de centros quirales, también
presentan enantiomeros para cada uno de los isomeros geométricos. De ahi que la mezcla
de andlisis se componga de 4 estereoisémeros diferentes. Mas interesante aun es que se ha
encontrado que solamente uno de los isémeros presentes en la mezcla es el que posee las
propiedades organolépticas. De aqui s¢ deriva el interés por aplicar técnicas analiticas que
ayuden a caracterizar completamente la estructura quimica y conformacional de cada uno
de los isomeros.




Objetivos

. Disefiar una estrategia mediante el empleo de la Resonancia Magnética Nuclear uni y
bidimensional para el reconocimiento de la estructura tipica de los glicidatos de etilo.

. Reconocer mediante las técnicas de espectroscopia moderna las especies
diasteroméricas mediante la asignacion inequivoca de las sefiales de 'Hy "Cenla
mezcla de 3-metil-3-fenil glicidatos de etilo.

. Analizar los efectos anisotropicos en cada especie diasteromérica y sus consecuencias
sobre los desplazamientos quimicos observados en la mezcla.

. Obtener derivados del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo catalizadas por microondas,
para su empleo como modelos que permitan profundizar en el estudio de los glicidatos
de etilo. '

. Conocer la importancia economica y generalidades del 3-metil-3-fenilglicidato de etilo.
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Capitulo 1
Generalidades del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo

1.1y 1.2) Nomenclatura y Estructura Quimica.

Son varios los nombres con los que se le conoce a la mezcla isomérica de

glicidatos de etilo y se enlistan a continuacion:

<Ester etilico del 4cido B-metil-B-fenil-oxirancarboxilico

+B3-metil-B-fenil oxirancarboxilato_de etilo

«3-metil-3-fenil glicidato de etilo

«B-metil-f—fenil glicidato de etilo

+3-fenil epoxibutanoato de etilo

Comercialmente s¢ le conoce como metil-fenil glicidato de etilo.

*Menos utilizado comercialmente es el nombre de aldehido-6

+Glicidatos de etilo

ch\ /
A 5 1 O\/CH3

3-metil-3-fenil g licidato de etilo
Figura 1-1 Estructura general del 3-metil-3-fenilglicidato de etilo.
La presencia de 2 centros quirales en los carbonos 2 y 3, genera dos posibles

isémeros por cada centro quiral, es decir 2° i isdmeros®, por lo que con n=2 para este caso,
se tienen 4 isomeros diferentes, (2R,3R), (28,38), (2R,3S) y (25, 3R).

En general podemos diferenciar 2 diasteromeros principales el Z y ¢l E
(cominmente llamados cis y trans) y a su vez cada uno tiene su correspondiente
enantiémero.

B, /\ LYAN S y .

N’ N\ Z-Glicidato de Etilo

o (¢}

(S.R)
o o]
H CH

- "\ko/\ /\d’k‘ AN~ E-Glicidato de Etilo

H H

&S (R.R)

Figura 1-2 Estereoisimeros presentes en 1a mezcla del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo

§ Morrison and Boyd, 5a Edicién, Quimica Organica, Addison Wesley Iberoamericana, 1990
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1.3) Métodos de Sintesis

La sintesis del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo se conoce desde finales de los
afios 50°s y con el paso del tiempo se han mejorado los rendimientos de manera
significativa. Una de las lineas importantes de investigacion sintética, se centra en la
obtencion de compuestos enantioméricamente puros. Sin embargo, no se ha llegado a
tener un método de sintesis directo para la obtencién del isomero que posee las
propiedades organolépticas de interés.

1.3.1. Condensacion de Darzen 7
En 1958, House ef al.” publicaron la sintesis del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo
a partir de la sintesis de Darzen.

o] Sodio Hy o0 A :
}'13 + cl \)\ —— el O\/CHS
g

o]

Figura 1-3 Sintesis de Darzen para la obtencién del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo.

Desde el trabajo de House et al. la mayor parte de los cambios se deben a
variaciones en las bases utilizadas y con ello variaciones en los rendimientos obtenidos.

Condiciones _ | Referencia o _
CH,CN, NaH y 60°C Centigrados. Synth. Comm 14(2) 121-125 (1984)
Rendimiento 76% relacién Z:E (45:53)

t-butéxido de potasio, t-butanol JACS 80,(1958), 6386.

Rendimiento 81% J.Org.Chem 44, 18, (1979)

Tabla I-1 Variaciones a la sintesis de Darzen para la obtencién de glicidatos de etilo.

En 1977 surgieron algunas otras variaciones a la sintesis de Darzen® en donde se
utilizaban diversos catalizadores y medios de reaccién v.gr. yodo y acido acético.

7 House H., Blaker W & Madden D., J.Am.Chem.Soc. 80: 6386, (1958).

® Kraus G. & Taschoer M., Tetrahedron Letters 52,4575 (1977).
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o .
” u\)’\ X
CHs 0/\0']3 —nm—t Hy (/\ CH,
Hidroxiéster

1.-Diisopropl litio
2.-lodo (1)
OH O 3.- Acido acético -
P — "
HyC (0] 3 0\ /C“3
Hidroxiéster °
Rendimiento 46%

Figura 1-4 Diversas condiciones para la sintesis del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo.
La reaccion se explica a través de un intermediario que tiene una estructura
como la que se presenta a continuacion.

H3Q"o.

Figura 1-5 Intermediario de reaccién en la obtencién del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo
empleando diisopropil litio como catalizador bésico.

1.3.2. Sintesis via Fosforanos

En la busqueda de pureza enantiomérica, se propuso en 1979 la sintesis del 3-
metil-3-fenil-glicidato de etilo a través del uso de fosforanos®, favoreciendo un 90% la
formacion de un alqueno trans y de ahi favorecer la formacion del isomero E.

o o]
H;
e - O o o
(4]
180°C
Q
Foaformo
Isémero Cis Isom
H2804

a 0
m-CPBA H
:8&0« i 8;\,«
H 34%
. 90%
m-CPBA = icido m-cloroperbenzoico
Figura 1-6 Sintesis via reacciones con fosforanos para la obtencién de diasterdmeros puros.

? Domagala J.M. & Bach R., J.Org.Chem 44, 18 (1979).
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1.4) Reacciones y Derivados.
1.4.1. Compuestos Ciclicos de Guanidina

Algunos compuestos ciclicos de guanidina contienen anilios pirrolicos que son
derivados biogenéticamente de la oroidina y han sido obtenidos de organismos marinos'.
Dentro de la sintesis de este tipo de compuestos, la materia prima ideal es el 3-metil-3-
fenil glicidato de etilo y a través de esta sintesis, se logran obtener productos con
estereoquimica o conformaciones deseadas.

0
B o™~ +“N>_NH: c00- 4
) 5&: HN Qw

Zwitterion  Ac. Guanidino

Guanidina
l Arnh. Acético
DLy ey
HC N T a N
e A
Producto fin Bencildienoimidezol

Figura 1-7 Obtencién de anillos pirrélicos utilizando 3-metil-3-fenil glicidato de etilo como materia
prima.
1.4.2. Obtencién de 3-metil-3-fenil-glicidato de p-bromofenacilo

Al hacer reaccionar el glicidato de etilo con etoxido de sodio se obtiene la sal
correspondiente, misma que al reaccionar con bromuro de p-bromofenacilo, produce un

sélido con punto de fusion de 75-90° C''.

o o)
Hy o™ + EiONa/EtOH Hyf ONa
H H
Br
o o
0
Hy ONa 4 - - Hy o
H H
Br

Br

Bromugo de p-bromofenacilo

Figura 1-8. Obtencién del Bromuro de p-bromefenacilo

10 prager R. & Tsopelas C., Aust. J.Chem 43 (2) ,367 (1990).
! House H. & Blaker. J.W., JA4CS 80, 6398 (1958)
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1.4.3. Hidrélisis del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo.

Al agregar 4cido al glicidato de etilo la apertura del anillo oxiranico es casi
inmediata. Asimismo, al agregar acido peryodico es posible obtener nuevamente la
acetofenona de la que se partio'’.

pf a 4345

0 OH
BAQK O~ Hot pf b 95-97
H - H o~\
l 40,

Q 0
O)\ + HJ\I/O\/
o
Figura 1-9 Hidrélisis 4cida del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo.

1.4.4. Reacciones de las sales alcalinas del 3-metil-3-fenil glicidato.

Este tipo de reacciones se reportan en la literatura como pasos clave en la
formacion de compuestos intermediarios en secuencias sintéticas.
1.4.4.1 Obtencion del a-fenilpropionaldehido.

Al acidificar el medio se puede obtener acetofenona, sin embargo, también es
posible la obtencion del a-fenilpropionaldehido al tener descarboxilaciones incluso a cero
grados centigrados®.

J

o] Acidular
Hy ONa + H,0 pHde365 Extraccitm con éter
secado >
H T-0oc Y H
Hz80, 0
a-fenilpropionaldehidc

Figura 1-10 Obtencién de a-fenilpropionaldehido a través de hidrélisis 4cida.
1.4.4.2 Obtencion de la sal de plata.

Al hacer reaccionar la sal de sodio con nitrato de plata acuoso se tiene un
precipitado blanco bastante insoluble. Este precipitado blanco, la sal de plata, se obscurece
con el aire facilmente'*. '

O

_ 0
0); A
H ong  (EMNO)s Acuoso oag
H H gl insoluble
pf. 154-155°C (desc.)

Figura 1-11 Obtencién del 3-metil-3-fenil glicidato de plata.

2 Idem.
13 House H. & Blaker. JW., JACS 80, 6398 (1958).
4 Idem.
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1.4.4.3 Obtencion del 3-metil-3-fenilglicidato de amonio.
La sal de amonio se obtiene en dos pasos a través de la sal de la amina y una
acidulacion final®’,

0 o] o]
HaAJL oK _1 BMO‘H , HCL NH, HgN ONEL,
H o C H H
H:N CHy g
Sal de la amina

Figura 1-12 Obtencién del 3-metil-3-fenil glicidato de amonio.

1.4.4.4. Reacciones con compuestos organometdlicos.

En la obtencion de un derivado cetonico del glicidato de etilo la utilizacion de
compuestos organometalicos en una version de reactivo de Grignard, encuentra una
aplicacion muy Gtil como se muestra en el esquema de reaccion siguiente.‘e

Hz0, HCO -
o Tripeopilam
Eter o 0 O O—MsBr o
Hy ONa 100z
ﬁ H HOJLOI\ I—b )

Figura 1-13 Reacciones con compuestos organometilicos.
1.4.5. Rearreglos del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo.

Dentro de las peculiaridades que muestra el glicidato de etilo esta el presentar
una serie de reagrupamientos y formacion de ésteres o bien alcoholes dependiendo del

medio, temperatura, etc.
o
g/l\ﬂ’u\o/\
0]
Estrx Piriivico
0
Hy v H o
" + BF; _— &?o\/
- [¢]

Migracion del Etoxicarbonil
para generar un aldchido

. O

o7

CH
Aloohol Alilico
Figura 1-14 Rearreglos que presenta el 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo al hacerlo reaccionar con
BF, en diferentes medios, temperaturas, etc.

:: Domagala M. & Bach R., J.Ong.Chem 44(18): 3169, (1979).
Idem
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La temperatura juega un papel fundamental en el rearregio ya que 8 partir del
alcohol alilico y BF; se puede generar, a temperatura ambiente, el éster piravico y la
migracién del etoxicarbonilo para dar el aldehido. Al variar la temperatura se empiezan &
obtener diferentes combinaciones de productos. Analogamente, el medio juega un papel
fundamental ya que si se utiliza éter se tiene principalmente el alcohol alitico con un poco
del aldehido y del éster piriivico, mientras que en #cido acético, el dnico compuesto
obtenido es el alcohol alilico. La posicion 3 presenta una deficiencia de electrones y por
ello tos rearreglos que se llevan a cabo son de tipo Wagner-Meerwein, en donde se tiene
una conversién del cation menos estable al mas estable. No es ficil de predecir este tipo de
rearreglo.

1.5) Extraccion y Separacion.

La cuantificacion del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo resulta importante en
alimentos, ya que se comparan dichas cantidades con los pardmetros que la legisiacion del
pais establece. A través de una extraccion(o una dispersion) en medio acuoso ligeramente
alcohdlico seguido por extraccién en un disolvente organico, se puede tener una
recuperacion de hasta 95 % del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo a partir de la muestra
original.

Una de las técnicas utilizadas en la determinacion cuantitativa de la cantidad de
3-metil-3-fenil glicidato de etilo en preparaciones alimenticias asi como una técnica de
separacion de los isémeros presentes en la muestra , es la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (CLAE/ HPLC High Performance Liquid Chomatography). Con una buena
curva de calibracion utilizando una columna RP 18 esférica/5 Brownlee (=20 cm, i.d. 2.1
mm) y un detector de uv-visible a A =230 nm es posible cuantificar la cantidad de glicidato
de etilo presente en las muestras’’. Asimismo, una columna quiral de triacetato de celulosa
empleando etanol como fase mévil, se puede lograr la separacion de los diasteromeros y
los enantiémeros presentes en la muestra'®.

£
MO AN HyC 0:C:Hs
HaC COCHy WGy
3 -+
£-1 E-1
w w0 m 20 om

Figura 1-15. Cromatograma de separacién enantiomérica utilizando una columna quiral de
' triacetato de celulosa y etanol como fase mévil ',

17 Tateo F,, Triangeli L. & Panna E., Riv.Soc. Ital.Sci.Aliment., 17(3): 179 (1988) (Ital)
18 Konrad G. & Musso H., Liebigs Ann Chem 11: 1956, (1986) (Ger)




Capitulo 2
Técnicas Analiticas de Caracterizacion Estructural

Espectroscopia

Existen diferentes formas de energia radiante, que se conoce como radiacion
electromagnética. Todas ellas se consideran como una dualidad particula-onda que viaja
con velocidad constante (la velocidad de la luz) y que solo difieren en la longitud de onda
'y en su frecuencia. Las diferentes energias comprendidas en el espectro electromagnético
pueden ser apreciadas en la figura siguiente. '

A am Rargo daLongitid deand, am
1012

Rayos otemicos 10" 2a100

1010 |-
Rayos g 4710408
108
Rayos X 1084108
106 |
Uttrmvioldalejano 10822(107°
—Ultravicketa 2105238105
ot [ Visitle 3g0roaz810°

Inframojo oarcano zquéaa;g*'
Infrargjomedio  X10-4a3(4

102 |_|Infimercjolgam 340y 3a3102

109 [~ Microondas A102a 102

102 |_|Radiofrecuencias 1024108
Figura 2-1. Diagrama del Espectro Electromaguético.

La espectroscopia es un campo de estudio donde se mide la cantidad de energia
que una substancia absorbe (0 emite al relajarse) en varias longitudes de onda. A través de
estos datos, se obtiene informacion estructural, conformacional, etc. de los compuestos
quimicos.

2.1 Infrarrojo
2.1.1. Introduccion

La radiacién infrarroja se encuentra dentro del espectro electromagnético entre
el visible y la region de las microondas. De una forma convencional, a la zona de radiacion
infrarroja se le divide en 3 partes:
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1.el IR cercano (A =0.78 - 3.0 p v = 12820 - 3333 cm™),

2.¢l IR medio (A = 3- 30 p'v=3333-333 cm™)

3.y el IR lejano (A =30 - 300 p v = 333 - 33 cm™).

La zona de 4000 a 400 cm™ es la zona mas utilizada para estudios de quimica

organica ya que en ella se puede obtener la mayor cantidad de informacion referente a
grupos funcionales presentes en los compuestos.

2.1.2. Consideraciones Teoricas

- = = Las-moléculas-organicas-absorben-la-radiacion-infrarroja-de-frecuencias menores-
a 100 cm™ como energja de rotacién molecular. Esta absorcion estd cuantizada y por lo
mismo, el espectro de rotacién molecular consiste en lineas discretas.

Cuando una molécula orgéanica absorbe en la region de 10,000 a 100 cm” la
radiacion absorbida entra en resonancia con la radiacion incidente provocando
excitaciones a niveles superiores de energia vibracional. Esta absorcion también esta
cuantizada, pero el espectro de vibracion aparece en forma de bandas mas que de lineas ya
que un solo cambio de energia vibracional esta acompafiado por una serie de cambios en la
energia rotacional-vibracional. Estas bandas de rotacion-vibracion aparecen
particularmente entre 4000 y 400 cm™ y son de gran importancia para cuestiones
estructurales. La frecuencia o longitud de onda de la absorcion depende de la masa
relativa, de las constantes de fuerza de los enlaces y de la geometria de los atomos.

De manera general, la posicion de las bandas en infrarrojo se expresan en
nimeros de onda (V) cuya unidad es el reciproco de cm (cm™).
Una condicién fundamental para que una molécula absorba en infrarrojo es el

presentar variaciones en su momento dipolar. Existen tres vibraciones fundamentales en la
espectroscopia de infrarrojo que pueden ilustrarse recurriendo a un sistema triatémico.

Yo Y

Vibracion Simétrica  Vibracién Vibracién de Tijera
(vsOH)3652cm™  Asimétrica (v, OH) (55 HOH) 1596 cm’
3756 cm*

Figura 2-2 Modos de vibracién, en el plano, presentes en moléculas triatémicas

Estas variaciones también pueden existir como vibraciones de deformacion
dentro y fuera del plano que, en ocasiones, son de gran valor en el proceso de elucidacion
estructural.

La asignacion de las frecuencias originadas por la vibracion molecular puede
explicarse a través de la ley de Hooke, en donde los enlaces se consideran . como
osciladores armonicos en donde 2 masas estan unidas por medio de un resorte. La
ecuacion que se deriva de estas consideraciones se muestra a continuacion
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v =1/ 2xc [ f/ MxMy) / (Mx+My)]
en donde v = frecuencia de vibracion (cm-')
¢ = Velocidad de la luz (cm/s)
f= Constante de fuerza det enlace (dinas/cm)

2.1.3. Instrumentacion

Actualmente se utilizan de manera regular espectrometros de transformada de
Fourier. En estos espectrometros el haz que lleva la radiacion infrarroja de longitudes de
onda entre 50060-400cm-1 es separado en 2 haces. Uno de los haces tiene una longitud fija
'y otra tiene longitud de onda variable a-través-de un-espejo- mévil. Cuando la diferencia en
las correspondientes longitudes de onda es un miltiplo entero con respecto al haz que no
varia existe una interferencia constructiva; de otra forma se tendria una interferencia
destructiva. El resultado de la variacién de intensidades es una serie de combinaciones
oscilantes constructivas-destructivas, lo que genera un interferograma. La transformada de
Fourier convierte al interferograma del domino de tiempo al dominio de las frecuencias.

2.1.4. Manejo de muestras.

En Infrarrojo se pueden analizar solidos, liquidos y gases ya que para cada uno
de estos estados de agregacion se tiene un sistema particular de introduccion y analisis de
muestra.

Las substancias liquidas pueden ser analizadas aplicando una capa fina en una
celda, simplemente presionando el liquido entre 2 superficies planas para tener 0.01 mm de
espesor. También se puede utilizar disoluciones siempre y cuando el disolvente no absorba
en ¢l infrarrojo. De los solventes mas utilizados se encuentran el cloroformo, tetracloruro
de carbono y el disulfuro de carbono.

Las substancias solidas suelen analizarse a través de pastillas. El solido se
mezcla con una pequeila cantidad de bromuro de potasio, se muelen en un mortero y en
una prensa se comprime la mezcla hasta tener una pastilla translicida, ia cual sera el
soporte para el anlisis de infrarrojo. También es posible utilizar suspensiones del sélido,
sin embargo, los soportes utilizados tienen ciertas frecuencias de absorcién bien
conocidas. Uno de los mas utilizados es el nujol, el cual absorbe intensamente por arriba
de 3000cm™, por lo que, el nujol es muy util para ver frecuencias menores a 3000 cm™.
Por otro lado si se desea ver las bandas de hidrocarburos se utiliza como soporte el
"flourolube” el cual esta completamente halogenado y no interviene en la zona por arriba
de 3000cm™.

Cuando la substancia se encuentra en estado gaseoso, existen celdas especiales
en donde se inyecta el gas y se cierra herméticamente y se analiza directamente el gas. Las
celdas deben estar hechas de un material que no absorba la radiacion infrarroja.

2.1.5. Interpretacion.

En cuestion de interpretacion de espectros de infrarrojo, es muy importante
contar con buenas tablas que ayuden a reconocer la frecuencia en la que los diferentes
grupos funcionales absorben. En la literatura se cuenta con un sin fin de herramientas y
sugerencias para la interpretacion de las sefiales.
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De una manera muy general se muestran a continuacion algunas de las
frecuencias de absorcion de algunos de los grupos funcionales caracteristicos.

Grupe | Alargamiento Vibracién C-H fuera
. - =1 Asimétrico v.(cm™) m). |  delplano (cm™)
, —1 o= {shmétrico y asimétrico
Metilos (-CHs) C-H 2962 C-H 2872 C-H 1450y 1375
Metilenos (-CHz) | C-H 2926 C-H 2853 C-H 1465
Alquenos C-C 1667-1640 C-H Arriba de 3000 | 1416 y entre 1000-650
Alquinos C-C 2260-2100 C-H 3333-3267 700-610 y sobretonos a
1370-1220
Epoxidos C-0-C 950-810 C-O-C 1250
C-H 3050-2990
Esteres C=0 1750-1735 C-0-C 1075-1020
C-0-C 1275-1200

Tabla II-1 Frecuencias de absorcién de algunos grupos funcionales importantes”’.

2.2 Espectrometria de Masas. *

El espectrometro de masas es un instrumento que funciona al alto vacio (107-
10 mm de Hg.) y que permite la ionizacién de una muestra en fase vapor y la separacion
y deteccion de los iones formados de acuerdo a su masa y su carga (m/z). La
espectrometria de masas es una de las técnicas analiticas que da gran informacion al
cientifico ya que permite analizar la composicion cualitativa y cuantitativa de analitos
organicos, organometalicos e inorgénicos en muestras complejas. Asimismo, es de
importancia fundamental en la elucidacion de estructuras moleculares y en la
determinacion exacta de relaciones isotopicas. De ahi, se puede comprender su invaluable
aporte en la elucidacion de estructuras quimicas.

En una forma muy general, un espectrometro cuenta con un sistema introductor
de muestras, una camara de ionizacidn, varias rejillas de aceleracion de iones, un
separador masico, un detector y un sistema de manejo de datos.

2.2.1. Sistema de introduccion de muestras.

Dentro de la espectrometria de masas la forma de introducir la muestra en el
espectrometro es muy variada. Dentro de las formas mas comunes se encuentra el sistema
acoplado cromatografo de gases-espectrometro de masas (GC-MS). En este sistema se
inyecta la muestra al cromatdgrafo en donde se llevara a cabo una separacion previa antes
de llegar a la cAmara de ionizacion del espectrometro de masas. Este sistema muestra la
enorme ventaja de analisis de mezclas, ya que antes de que entre el espectrometro, se
llevara a cabo su separacion.

19 Silverstein, Bassler & Morril, Spectrometric Identification of Organic Compounds, 5th Edition, John
Wiley & Sons, USA, 1991.
2 Notas Jeo! Ionization Methods in Mass Spectrometry- Microsoft Internet Explorer
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Otra forma de introduccién de muestras es via 1a exposicion directa de la
muestra a la camara de ionizacion a través de una sonda que se calienta muy rapidamente
(DEP, direct exposure probe). Esta sonda se calienta en pocos segundos y asi induce la
evaporacion de la muestra para su andlisis. La forma de introduccion de la muestra es a
través del uso de una matriz inerte en forma de suspension. A ésta técnica se le Hama
analisis espectrométrico por bombardeo de 4tomos rapidos (FAB).

Para el analisis de proteinas o aminoacidos, la introduccion al espectrometro se
realiza mediante la técnica denominada "electrospray".

Existen otros métodos de introduccion de muestras, sin embargo, en una forma
muy general, se pueden considerar que los anteriores son los mas importantes.

2.2.2. Ionizacion

Para que un compuesto pueda ser analizado por espectrometria de masas debe
llevarse a una forma idnica, es decir, presentar una carga, ya ses positiva o negativa, para
que se pueda detectar. Esto se hace facilmente con moléculas gaseosas o bien con
muestras volatiles. Sin embargo, hay muchas substancias que son labiles térmicamente, es
decir, que se pueden descomponer con el calor. Para este tipo de substancias es necesario
utilizar otros métodos de ionizacion para que se puedan analizar por espectrometria de
masas.

Existen varios métodos de ionizacion, uno de ellos es el lamado método de
ionizacién suave. Este tipo de ionizacion tiende a generar espectros con muy poca
fragmentacién y en muchos casos se emplea para observar el ion molecular. El principio se
basa en el incremento de la presion en la camara de ionizacién a aproximadamente .75
Torr donde se pueden llevar a cabo cientos de colisiones i6n-molécula antes de salir de la
camara y llegar al separador masico . Un bombardeo de metano o cualquier otro gas a
altas presiones en la camara de ionizacion cerrada, produce una gran cantidad de iones
“reactivo” como CHs'. Estos iones reaccionan con las moléculas de la muestra en estudio
a través de reacciones idon-molécula. Ejemplos de este tipo de ionizacién son la ionizacion
quimica, con el cual se pueden obtener iones positivos o bien negativos. Otros métodos de
ionizacioén suave son el FAB (Fast Atom Bombardment que utiliza xenén como étomos de
bombardeo), el “electrospray” (utilizado en el estudio de macromoléculas), desorcion de
campo, y algunos mas.

El método de ionizacion fuerte esta representado por el impacto electrdnico.
Este es el método mads utilizado y mas aplicado de todos los métodos conocidos. Un haz
de electrones atraviesa la muestra en fase gaseosa. El campo magnético y eléctrico del
electrén ionizante puede interactuar con los campos de los electrones moleculares de la
muestra, de tal forma que al aproximarse a medio angstrom se produce la expulsién y se
genera un ion con carga positiva con un contenido especifico de energia intema®™. La
ionizacién puede producir un ion molecular, (el ion que posee la composicion elemental

2! Mc. Lafferty F., Turecek F., Interpretation of Mass Spectra, 4" Edition, University Science Books, USA,
1993.

2 J Fernando Jauregui Z, Notas del Curso Taller de Espectrometria de Masas, Maestria en Quimica
Analitica, Facultad de Quimica, UNAM,
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del analito) o bien, iones fragmento que corresponden a fragmentos de menor rélaci;’in
masa-carga.

2.2.3, Separacion Massica

El haz de iones puede separarse de acuerdo a su relacion masa/carga (m/Z),
empleando diversos métodos como: defleccion magnética, filtros cuadrupolares, trampas
ionicas, "tiempo de vuelo" (“time of flight™) y resonancia de ciclotron, que son los
separadores mésicos mas comunes en los espectrometros comerciales.

Una de las técnicas mas utilizadas y que produjo una gran cantidad de trabajos
-de-investigacion es la separacién de iones a través_de sectores magnéticos. Los iones
formados en la camara de ionizacion son acelerados de acuerdo con el principio de
Lorentz de atraccion-repulsion electrostatica.

1/2 mv* =zV

Fl haz i6nico penetra en un campo magnético homogéneo en donde cada ion
tiende a describir una orbita circular, como resultado del equilibrio de la fuerza centrifuga
debida a la aceleracion del ion, y la fuerza centripeta debida al efecto del campo aplicado:

mv’/r = HzV donde:
m= masa del ion
v = velocidad del ion
r = radio de curvatura del analizador magnético
H = Intensidad del campo magnético
z = carga del ion
V = potencial de aceleracion.

Suponiendo que las diferencias de energia cinética son debidas a las diferencias
de masa de los iones y que estos viajan esencialmente a la misma velocidad, al igualar las
expresiones anteriores se tiene la siguiente expresion:

m/z = H? / 2V.

Esta expresion indica que para un radio de curvatura dado y un voltaje de
aceleracion constante, la variacion de la intensidad de campo magnético traerd a foco a
cada ion separado en forma logaritmica.

2.2.4. Resolucion en Espectrometia de Masas

La resolucion en espectrometria de masas puede tener diferentes definiciones y
estas variaciones, en ocasiones, Son caracteristicas de los diferentes tipos de
espectrometros que hay en de manera comercial.

a) Resolucién unitaria se refiere a la separacion de una unidad entera entre una masa y
otra. Esto es, el poder distinguir a la masa 50 de la 51. Esta definicion se utiliza
comunmente en espectrometros cuadrupolares y en aquellos que usan trampas ionicas.

2 Notas de Operacion de JEOL  http://www jeol.com/ms/resolution.htmi
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b) La resolucién en los espectrometros de sector magnético se define de acuerdo a la
siguiente expresion:
., m
Resolucion =,
Usualmente en espectrometros de sector magnético se considera que dos picos

contiguos estan resueltos cuando el valle entre ellos no sobrepasa el 10% de altura. Esta
definicién es muy util en la resolucion de los picos isotopicos.

Picos Resueltos a un 10% de valle

Figura 2-3. Resolucién en espectrémetros de sector magnético.

Con base en las definiciones anteriores, si se tiene una resolucion de 5000 en un
equipo de sector magnético se puede separar la masa m/z= 50,000 de la masa m/z=50,010,
mientras que Ia resolucién unitaria haria la distincion de la masa 50 a la 51.

¢) El concepto de alta resolucién se refiere cuando un espectrometro de masas puede
llegar a dar espectros en donde se puede medir la masa exacta de un ion de tal manera que
se puede distinguir su composicion elemental (incluyendo la isotdpica) con alto grado de
precision. Esta técnica permite distinguir un grupos como los que se muestran en la
siguiente tabla.

Grupo | Relacion m/z

C.H,0" 43.0184
C:H; 43,0547

CH;N"™ 43.0421

Tabla I1-2. Alta resolucién en ¢spectrometria de masas.

2.3) Resonancia Magnética Nuclear

2.3.1. Desarrollo histérico de la RMN

La primera demostracién experimental de la cuantizacion direccional del espin
electrénico se llevo a cabo en 1924 por Stern y Gerlach utilizando un haz de étomos de
plata en estado gaseoso. Quince ailos mas tarde Rabi et al., utilizando un haz de moléculas
de cloruro de litio llevaron a cabo el primer experimento de resonancia magnética en el
cual se evidencié el espin nuclear. Con el paso del tiempo varias observaciones se hicieron
en este campo pero fue hasta que en 1945 Purcell, Bloch y colaboradores descubrieron el
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efecto de resonancia nuclear en la materia condensada. Este descubrimiento les dio el
premio Nobel de Fisica en 1952.

Estos experimentos empezaron a interesar a la comunidad quimica, sobre todo,
con descubrimiento de! desplazamiento quimico. A partir de entonces se pensd en el uso
de la resonancia magnética nuclear como una técnica espectroscopica con uso practico en
el estudio del andlisis quimico estructural.

El primer espectrometro comercial se presentd a ia comunidad cientifica en
1953 y desde entonces el crecimiento y desarrollo de esta técnica se ha dado a pasos
agigantados. En un principio la resonancia protonica era la que se llevaba a cabo con
" mayor fercuencia, sin embargo otro de los grandes pasos se dio a principios de Tos afios
70's cuando se obtuvieron espectros de 13C con una sensibilidad mejorada a pesar de que
su descubrimiento se habia dado anteriormente con Lauterbur desde 1957. Pero el avance
continué con el desacoplamiento protonico y la acumulacién de datos lo que hizo posible
el desarrolio de la estabilizacion de la frecuencia de campo usando una sefial de resonancia
del deuterio como sefial de anclado.

Se debe a Ernst y Anderson seguidos por Lowe y Norberg la introduccion de un
cambio radical en la resonancia de "C y esto se dié con el uso de pulsos y de la
transformada de Fourier como la técnica matemitica de procesamiento de datos. Desde
entonces la resonancia de '>C ha formado parte de los espectros de rutina en el analisis
estructural y en muy amplios campos de la quimica.

Durante el principio de los afios 80's, los espectrometros de la primera y de la
segunda generaci6n de transformadas de Fourier fueron cambiados por los espectrometros
modernos. El uso de imanes superconductores ha substituido el uso de los electroimanes,
y el uso de estaciones de trabajo poderosas ha substituido a las antiguas computadoras
utilizadas en el pasado.

2.3.2 Algunas Consideraciones Tedricas

2.3.2.1 Concepto de Magnetizacion Macroscdpica

Un nucleo con espin nuclear diferente de cero, (I), se comporta como una
pequefia barra magnética, con un momento magnético p dado por u=(vh[I(I+1)]}72)/2x,
donde h es la constante de Planck y y es la constante giromagnética, una propiedad
inherente del niicleo. El valor observado del momento magnético es la proyeccion de p
sobre el eje z, y (figura 2-5). De acuerdo a la mecanica cuantica p=myyh/2n donde my es
el nimero cuéntico magnético. Los valores permitidos para my son I, (I-1),...(-I+1), -I,
dando origen a 2I+1 posibles estados del nicleo. En ausencia de un campo magnético la
energia del niicleo es independiente de my pero existe degeneracion de los niveles de
energia cuando se aplica un campo externo (Bo).
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Bo

Estado o Estado B

Figura 2-4. Orientaciones nucleares cuando el mimero cudntico de espin I=1/2 deatro de un campo
magnético. El niimero de orientaciones posibles e de 2I+1.

En un campo de magnitud B, y direccion sobre el eje z de un sistema de
coordenadas cartesiano, las energias de los niveles estan dadas por E=-pi.Bo. Para un
" micleo con my=1/2, se tienen dos posibles estados, la diferencia de energia entre los dos
estados es AE=yhBo/2~ lo cual corresponde a L=YBo/27 (Hz).

Y

Figura 2-5. Movimiento de precesién de un momento magnético.

En un campo magnético externo, el momento magnético p se sitla con un
angulo 6=1/cos(jz/ul) con respecto al campo. De acuerdo con la mecanica clasica la
interaccion del espin nuclear con el campo causa un movimiento de precesion alrededor de
B,. La frecuencia de este movimiento se conoce como Frecuencia de Larmor y es igual a
vo. Los dos estados de energia corresponden al movimiento de precesion de p alineado
con el campo y otro contra el campo (figura 2-4).

Una muestra que contiene un conjunto de espines nucleares con valor de 1=1/2,
en equilibrio con B,, tendrd un pequefio exceso poblacional en el estado de energia
inferior, como lo predice la distribucion de Boltzman. Siy es positiva, mas de la mitad de
los espines nucleares se alinearan con el campo aplicado. Este exceso poblacional genera
una magnetizacion neta en la direccion +z que s¢ conoce con ¢l nombre de Magnetizacion
Macroscopica M, '

En un experimento de resonancia magnética nuclear se aplica un campo de
radiofrecuencia, B, perpendicular a B,. Esto se logra por el paso de una sefial a través de
una bobina situada en la direccién +x (figura 2-6a). Con el fin de que la sefial de la
magnetizacion neta sea detectada se requiere situarla sobre el plano horizontal. Cuando la
frecuencia de B, es igual a la frecuencia de Larmor de los espines nucleares modifican su
orientacion respecto a Bo, causando una absorcion de energia por B;. La componente
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resultante en el plano xy puede ser detectada por la bobina situada en el plano horizontal
(figura 2-6b).

® ®
Figura 2-6. Deteccién de la componente de magnetizacitn neta. a) Radiacion incidente sobre el eje
x’. b) Magnetizacién neta sobre el eje de las y° como resultado de la aplicacién del pulso.

Las transiciones entre los niveles de energia superior e inferior son anilogas a la
absorcion de fotones por un croméforo en la region de UV/Vis, con la diferencia en la
forma de emision de energia. Un campo magnético B} induce transiciones hacia el estado
superior e inferior con igual probabilidad. Mientras mas grande sea el namero de nucleos
en el estado de energia inferior, la absorcion de energia excede a la emision y se observa
una sefial. Existe un proceso (llamado relajacion) que describe el retorno del nucleo a su
estado de energia inferior, aun cuando la irradiacién de B sea continua. Se considera que
se alcanza la “saturacién” cuando no hay deteccion de absorcion de energia.

2.3.2.2 Relajacion Nuclear

Una molécula en un medio no viscoso posee un movimiento denominado
isotropico (igualmente probable en todas direcciones). Este movimiento se describe
matematicamente por una gréfica en funcion del tiempo. Como en otros procesos fisicos,
la dependencia del movimiento molecular con el tiempo tiene una distribucion de
frecuencias que se correlaciona con la transformada de Fourier. El dominio del tiempo se '
describe frecuentemente en términos del tiempo de correlacion, T, €l cual se considera
como el tiempo promedio en el cual la molécula mantiene un arreglo geométrico (en el
orden de 10112 al¢-10 s). Este movimiento molecular, en combinacion con campos
magnéticos locales permite al nicleo intercambiar energia con su alrededor (referido como
"red") y retornar hacia el equilibrio poblacional. Este proceso de relajacion "espin-red” (o
longitudinal, T1) es una medida de la eficiencia del proceso de difusion de la energia
absorbida.

En sistemas diamagnéticos, la principal fuente de campos magnéticos locales es
la interaccion a través del espacio de dos dipolos magnéticos nucleares, estos campos
proporcionan un tipo de relajacion llamado Dipolar. Otra fuente de campos magnéticos,
que reducen Ty, es la presencia de sustancias paramagnéticas. Un par electronico no
apareado posee un momento magnético grande, por lo que es un medio efectivo de
relajacion. Por esta razon, el oxigeno atmosférico se elimina en experimentos sensibles a
T;. Por otro lado, la adicion de pequefias cantidades de compuestos paramagneéticos
reduce tiempos largos de T). Para este propésito comunmente se usa acetilacetonato de
Cr (IIT), Gd (11I) y algunos lantanidos.
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Otro tipo de proceso de relajacion, que no implica transferencia de energia en su
entorno, es la inhomogeneidad del campo magnético B, dando lugar a que la muestra
perciba pequefias diferencias de B,. Este tipo de relajacion se define con T, llamado
tiempo de relajacion espin-espin. Para liquidos Ty y T, son usualmente iguales. Si T; es
muy corto, entonces T tendra un valor pequefio y se observara un ensanchamiento de las
sefiales en el espectro.

2.3.2.3 La seiial

Las transiciones entre los niveles de energia se producen al aplicar una
radiofrecuencia perpendicular al campo-magnético principal.. Cuando el valor de esta
radiacién electromagnética es igual a la frecuencia de precesion de los nicleos, ocurre una
absorcion de energia y el nucleo migraré del estado de energia inferior al superior.
Mediante procesos de relajacion espin-red (T1) y refajacion espin-espin (T2), el nicleo en
el estado de energia superior retorna al estado de energia inferior por emision de energia a
su alrededor o hacia nucleos cercanos. El detector mide la disminucion exponencial
causado por los procesos de relajacion en forma de un patron de atenuacion conocido
como disminucion de la induccion (Free Induction Decay, FID), el cual se almacena en la
memoria de la computadora para ser convertido a través de una operacion matematica,
conocida como transformada de Fourier, en una seifial en el dominio de frecuencias.

2.3.2.4 Angulo de Pulso

En el sistema de referencia estacionario, los ejes x, y, y z se consideran
estacionarios, y los vectores de magnetizacion precesionan en el plano xy alrededor del eje
z con una velocidad angular @=yB,. En un marco de referencia rotante, el planc x))' se
considera que estd rotando a la frecuencia de la referencia. Si se aplica un pulso de
radiofrecuencia en la direccion x’, el vector de magnetizacion macroscopica M, se
inclinara (movimiento de precesion) del eje z hacia el eje y. La amplitud de la inclinacion
de M, depende de la potencia y duracién del pulso. Por ejemplo, en un instrumento de 100
Mz (aplicando un campo de excitacion de 25 gauss), un pulso de 5.5 ps puede inclinar a
M, en un angulo de aproximadamente 90° situandolo sobre el eje y’ (figura 2-7a). Un
pulso aplicado con el doble de duracién, i.e. 11 us, inclinara a M, en un angulo de 180°
situandolo sobre el eje -z (figura 2-7b). La eleccion de un ancho de pulso apropiado
(tiempo de duracion del pulso) puede inclinar al vector M, en el angulo deseado. El
angulo por el cual el vector M, se inclina lejos del ¢je z se conoce como dngulo de pulso.
Los espectrometros normalmente detectan la componente de la magnetizacion sobre el eje
y'y la presentan en forma de sefiales. Por lo tanto, el pulso sirve para convertir la
magnetizacion longitudinal (por ejemplo la que esta situada sobre el ¢je z antes de la
aplicacion del pulso) a una magnetizacion transversal detectable sobre el eje y' La
magnitud de la componente sobre el eje y' se calcula por medio de Mosen 0 donde 6
representa el angulo de inclinacion hacia el eje y' del vector de magnetizacion.
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Y x
® ®
Figura 2-7. Direccion del vector de magnetizacién Mo despues de un pulso.

- —— ———Los-pulsos-pueden-ser-descritos-como- "dures"-o-"blandos"-en-funcién-de-su.
duracién, ya que afecta la anchura de acuerdo a la relacién v=1/1. La fuerza del campo Bo
medido en Hz se relaciona con el ancho del pulso (tx) por t,=1/(2Bo). Por lo tanto, para
producir un pulso de 20 ps (un pulso “"duro") se requiere un campo de fuerza B, de 25
kHz. Una irradiacién de 25 Hz producira un pulso "suave” de 20 ms de ancho.

La RMN moderna posee un sin nimero de variantes, en las cuales, es posible
abordar el estudio de las propiedades y estructura molecular, orgénica € inorgdnica,
principalmente en el estado liquido y solido.

2.3.3. Parametros de Anailisis Espectral
2.3.3.1 Desplazamiento Quimico.

Este parametro se relaciona con el entorno electronico que rodea a un niicleo.
Dentro de un campo magnético un nucleo estd rodeado de electrones que, por su
movimiento, inducen un campo magnético que se opone al campo magnético principal.
Asi, en la medida que este campo magnético varie, la magnetizacion neta que sienta un
nicleo cualquiera también variara.

B inducido = -cBo
o = Constante de apantallamiento.

En el argot de la resonancia se dice que un nicleo esta protegido cuando el
niicleo experimenta un campo magnético menor que el campe magnético principal. Este
fendmeno se conoce como proteccion diamagnética y gracias a esto existen variaciones en
la frecuencia necesaria para tener la condicion de resonancia de cada nicleo. Estas
variaciones frecuencia de resonancia dan el llamado desplazamiento quimico.

La unidad en que se expresa el desplazamiento quimico es de ppm y es una
forma de estandarizar la frecuencia en la que un micleo precesa en diferentes intensidades
de campo magnético permitiendo el uso de una escala com(n aun en distintos valores de
campo Bo de laboratorio.
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2.3.3.2y 2.3.3.3 Multiplicidad y Constantes de Acoplamiento.

En los espectros de resonancia magnética nuclear, las sefiales pueden aparecer
como “singuletes” o como “muitipletes”. La causa de las multiplicidades presentes se debe
a acoplamientos espin-espin. Este acoplamiento se presenta cuando la interaccion
magnética de los niicleos individuales no se transmite a través del espacio sino a través de
enlaces con los nucleos a los que estan conectados.

El momento magnético de un niicleo A causa una polarizacion magnética débil
de los electrones de enlace transmitida a través de traslape orbital con un nicleo X. Como
consecuencia, dependiendo del estado de espin de A el campo magnético externo en X
aumenta o bien disminuye, esto es, que el campo magnético local que hace resonar a X
varia y de ahi que la sefial se desdoble. Lo mismo sucede para el niicleo 4 y con ello se
forma lo que se llama un sistema de espin. De una manera general, el nimero de lineas de
un multiple es el niimero de nicleos del grupo vecino mas 1 para niicleos con I=1/2. Esto
se puede entender mejor si se consideran las combinaciones posibles de los nimeros
cuénticos magnéticos My de los micleos de cada grupo. Si se emplea o y B como funciones
de onda para la caracterizacion de los dos estados de espin posibles, se puede construir el
siguiente diagrama®®,

CH; ny CH; my
o +1 oot +372

af Ba 0 oo ofa Bowot +1/2
BB -1 app  Pap PP -112
ppp -32

Figura 2-8. Combinaciones posibles de los niimeros cudnticos magnéticos m;.
Los 3 protones del grupo metilo existen en 4 estados magnéticos diferentes por
lo que se tiene un cuadruplete de intensidades 1:3:3:1.

De una manera general se consideran las siguientes aseveraciones:

1. Para nucleos con I=1/2 la multlphcldad del desdoblamiento serd n+1, siendo n el
namero de micleos del grupo vecino. Si existen 2 6 mis nicleos vecinos en ambientes
magnéticos diferentes, se considera cada efecto de manera independiente.

2. La separacion de las lineas (en Hz) corresponde a la constante de acoplamiento entre
los niicleos en consideracion.

3. Las intensidades relativas dentro de un multiplete estan dadas por el coeficiente de
expansion binomial, o bien se pueden determinar a través del tnangulo de Pascal.

4. La magnitud del acoplamiento espin-espin entre protones en general decrece si el
nimero de enlaces crece.

5. Los patrones de desdoblamiento de los multipletes son independientes de los signos de
las constantes de acoplamiento.

24 Giinther Harald, NMR Spectroscopy. Basic Principles, Conccpts and Applications in Chemistry, 2™
Edition, John Wiley & Sons, 1996, USA.
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2.3.3.4. Integracion (Area bajo la curva).

Las mediciones cuantitativas utilizan el 4rea bajo la curva en una sefial d¢e RMN
como pardmetro para determinar el nimero de nicleos que dan lugar a esa seilal o para
determinar la proporcién de un compuesto en una mezcla.

2.3.4 Resolucién en Resonancia Magnética Nuclear

Al referirse a baja resolucién en RMN se entiende al conocimiento de las
propiedades generales de muestras de mezclas en estado liquido o solido.

Por su parte, alta resolucidn se refiere a estudios mas especificos de analisis
estructural, cinéticas, y equilibrios de compuestos quimicos y de mezclas.
2.3.5 Experimentos uni y bidimensionales en Resonancia Magnética Nuclear.
i) Proténico Unidimensional.

A partir del desarrollo comercial de os imanes superconductores enfriados por
helio liquido, los Illamados imanes criogénicos, se ha hecho posible la obtencion de

espectros de RMN con campos magnéticos mas intensos, de mas de 14.1 Teslas que
corresponden a la frecuencia de resonancia de 600 MHz.

Con el aumento en la intensidad del campo magnético se ha logrado aumentar la
diferencia de poblaciones de los estados de espin de los micleos activos en RMN
incrementando con ello la sensibilidad intrinseca y con esto se ha logrado una reduccion
considerable del tiempo requerido para obtener razones de sefial a ruidos mayores.
Asimismo, al tener una mayor dispersion de campo se logra tener una mejor resolucion de
las sefiales con desplazamientos quimicos similares mientras que las constantes de
acoplamiento permanecen inalteradas.

ii) Carbono-13 unidimensional.

Los espectros de carbono-13 ahora se pueden obtener de manera rutinaria en
los espectrometros criogénicos. Generalmente se obtienen con desacoplamiento de banda
ancha de proton (‘H broadband decoupling) con el fin de obtener una mejor razén
sefial/ruido y obtener singuletes en el espectro en lugar de los multipletes productos de
acoplamientos caracteristicos de la interaccion 'H-""C. Es importante mencionar que la
presencia del efecto nuclear Overhauser también aumenta la intensidad de la sefial hasta en
un factor de 3, obteniéndose espectros de mejor calidad en menor tiempo™.

iii) 1-D APT (Attached Proton Test)

Si se apaga el desacoplador en uno de los intervalos tiempo (t) dentro de la
secuencia de espin-eco, y se prende en otro tiempo (1), se produce un espectro donde la
amplitud de la sefial del carbono depende del valor de (t). Como esta amplitud depende
del tiempo, ocurre una modulacion de la amplitud de la sefial, que es una funcion
solamente de la Joy y del nimero de protones unidos. La evolucion de los
desplazamientos quimicos no se da cuando se utiliza el efecto eco. En términos generales
podemos decir que esta técnica ayuda a determinar si el carbono de una molécula tiene un
nimero par o impar de protones unidos al él y con ello poder tener mas informacién que la
que proporciona el espectro unidimensional.

2 Duddeck H., Dietrich W., Structure elucidation by Modern NMR. A workbook, 2nd, revised and
enlarged edition, Steinkopff Verlag Darmstadt Springer-Verlag, Germany, 1992.
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Figura 2-9. Secuencia de pulsos del experimento APT (attached proton test).

iv) DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
El experimento DEPT tiene una secuencia que se muestra-a continuacion:

o 180° oy’
H v o] | <% o [Desscoplador Banda Ancta
%P 18P
1ac x T

Tiempode Adiisicion

Figara 2-10. Secuencia de pulsos para la adquisicién del DEPT

Este experimento utiliza un pulso de 90° en el canal de carbono que precede el
pulso final 6 en el canal proténico. Utilizando el formalismo de productos de operadores,
conviene analizar este experimento como de un sistema de dos espines I-S en donde I es
un protén y S es un carbono. En un principio, al tener el sistema en equilibrio térmico, un
pulso en el canal de proton creard una magnetizacion transversal para los protones:

Ib+S;, —® -, +S;

Fl sistema evoluciona influenciado por el efecto Zeeman y la descripcion
matemadtica de los vectores involucrados se hace cada vez mis compleja. Es comin que
los valores de 7 utilizados sean los que maximizan la antifase del componente de la
magnetizacion. Asi el pulso de 90° final en el canal del carbono genera una coherencia
cuantica multiple que facilitara que al final el pulso de 180° en carbono no cause efecto en
el sistema de dos espines. Sin embargo, en grupos CH; y CHj la aplicacion de esos 2
pulsos finales crean una dependencia funcional diferente en funcion def angulo 6.

CH +/-21zSy senf
CH, +/-41zI'zSx send cosd
CH; +/-81zf'zlz Sy senf cos’0

De estas expresiones se puede ver que es posible disefiar experimentos para
separar las sefiales de los metinos, metilenos y metilos haciendo combinaciones lineales
apropiadas de los espectros para diferentes valores de 0. Estos valores de 0 son n/4, n/2 y
37/4.% respectivamente.

% 3) Bendall, M.R. & Pegg, D.T. J. Magn.Reson. 53: 272, (1983).




v) Experimentos Bidimensionales.
El desarrollo mas sobresaliente en los métodos espectroscopicos modernos es la
Resonancia Magnética Nuclear Bidimensional, lo cual se debe principalmente a:

a) las técnicas de pulsos que permiten la manipulacion del espin nuclear; la
introduccion de tiempos de retardo en diferentes estados de evolucion del vector
de magnetizacion transversal antes de la deteccion de la sefial,

b) la disponibilidad de computadoras en las que se pueden almacenar y procesar
FID por transformada de Fourier, y '

¢) a los adelantos teoricos proporcionados por espectroscopistas para predecir el
comportamiento del espin nuclear bajo la influencia de otros nicleos y a la
rapida comprobacién de estas predicciones. Ademas el desarrollo simuitaneo de
imanes superconductores que permiten lograr una mayor dispersion de las
sefiales.

En un experimento unidimensional, el FID se obtiene y almacena
inmediatamente después de la aplicacion del pulso. Después de 1a obtencién de un numero
suficiente de FIDs, la transformada de Fourier proporciona el espectro unidimensional. El
intervalo de tiempo tz, se mantiene constante durante la adquisicion del FID (t2 se conoce
como "periodo de deteccion”).

La sefial no se detecta inmediatamente después de la aplicacion del pulso, lo
cual requiere un cierto intervalo de tiempo, t; (llamado "tiempo de evolucién”). Ty se
incrementa obteniéndose un FID para cada valor del mismo y se detecta el vector de
magnetizacion en varios estados de evolucién, figura 2-11(a). La obtencion del FID y la
aplicacion posterior de una transformada de Fourier a la suma total de ellos proporciona
un espectro como funcién de t; y del dominio de frecuencias v, figura 2-11(b). La
descripcion anterior corresponde a un espectro unidimensional normal (excepto que cada
espectro muestra una modulacion en las intensidades de los picos, debido a la influencia de
otros niicleos durante el tiempo de evolucion).

T. F. sobre ty

) Homans S.W. A Dictionary of Concepts in NMR, Oxford Science Publications, Clarendon Press,
Oxford, 1992.
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Figura 2-11. Obtencién de un espectro de RMN bidimensional.

Fl arreglo de estos espectros unidimensionales uno detras del otro proporciona
un espectro donde cada linea es un FID y cuya intensidad varia senoidalmente cuando se
observa en la direccion del eje vertical (1)), figura 2-11(c).

Si se toma una fraccién de estos datos paralelos a t; y se grafican como funcion
de t;, se obtiene una grafica que muestra las oscilaciones de amplitud respecto a la
frecuencia v, con una disminucién exponencial. Esta oscilacién senoidalmente se genera
por incrementos de t;. La transformada de Fourier de esta nueva matriz de datos
(interferogramas) origina una grafica bidimensional, figura 2-12.

T. F. sobre t,
S(t1.u2) > s(“]l 02)
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Figura 2-12. Representacién de las etapas para la obtencién de un espectro de RMN bidimensional.

El eje horizontal en este espectro bidimensional representa el eje de frecuencia
vy, mientras que el eje vertical representa ¢l eje de frecuencias, v;. Los datos son
considerados como un conjunto de datos bidimensionales, ya que estin en funcion de dos
variables de tiempo, 1) y 2, al contrario de un simple FID que sélo esta en funcion de una
variable de tiempo, t;.

El tiempo en el que se realiza un experimento bidimensional, puede ser dividido
en tres o cuatro periodos, figura 2-13. El periodo de preparacicén es un tiempo de retardo
el cual es mas grande que T, permitiendo que todos los niicleos alcancen un estado de
equilibrio antes de la aplicacion de los pulsos, y ademas permite el restablecimiento de las
condiciones de equilibrio. El periodo de preparacion también puede consistir de una serie
de pulsos que sirven para alinear el espin nuclear de una manera preferente. A este periodo
le siguen uno o mas pulsos de radiofrecuencia que alteran el equilibrio del vector de
magnetizacion transversal. Durante el periodo de evolucidn, ty, €l vector de magnetizacion
nuclear estd sujeto a distintas interacciones incluyendo las de acoplamiento espin-espin
con otros ntcleos.

Period: :
Periodo de Periodo de | :o o Pcnod_c::
preparacién evolucion | mezoledo detecci

{
|
l
I
|-<—t 1—>14—A—>|4—t 22—

Figura 2-13. Etapas de un experimento bidimensional.
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El periodo de mezclado continia después del periodo de evolucion, y consiste
de un simple pulso selectivo a un nicleo (como en un espectro de correlacion de
desplazamiento homonuclear) o por diferentes pulsos selectivos para diferentes niicleos
(como en un espectro de correlacién de desplazamiento heteronuclear). El cuarto periodo,
ty, es el periodo de defeccion. Normalmente no se aplican pulsos en este periodo, no
obstante se puede activar un dispositivo conocido como desacoplador el cual causa
pérdida de multiplicidad de un nicleo en particular.

Los experimentos en resonancia magnética nuclear bidimensional se pueden dividir
en diferentes clases:

1) espectros resueltos en J. En estos espectros se definen en un eje los
desplazamientos quimicos mientras que en el segundo se proporcionan las
constantes de acoplamiento. Estas constantes pueden ser entre las mismas especies
nucleares (espectro homonuclear resuelto en J) o entre diferentes especies
(espectro heteronuclear resuelto en ) S’

2) espectros de correlacion de desplazamientos, en los cuales los desplazamientos
quimicos se definen en ambos ejes. Si ambos ejes contienen desplazamientos
quimicos del mismo tipo de miicleo (por ejemplo 'H) el espectro se llama espectro
de correlacion homonuclear. Por otro lado, si en los dos ejes se representan los
desplazamientos quimicos de dos diferentes tipos de nucleos (por ejemplo, en un
eje los desplazamientos quimicos de 'H y en el otro los de 13C) se obtienen
espectros de correlacion de desplazamientos quimicos heteronucleares. Estos
espectros se originan por las interacciones de acoplamiento directo escalar entre
los micleos, o por la transferencia de magnetizacion a través de un nucleo
intermedio que actia como un acarreador temporal de magnetizacion.

3) espectros de correlacion de desplazamientos 2D que implica una relajacion cruzada
(Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy); las intersecciones en estos
espectros se originan por el acoplamiento dipolar a través del espacio entre niicleos
cercanos, al contrario de los espectros de correlacion de desplazamiento donde las
intersecciones representan acoplamientos escalares a través del enlace quimico;

4) espectros de transiciones cuanticas milltiples que involucran la deteccion de los
efectos producidos por este tipo de transiciones.

—~—

vii) Experimento bidimensional de correlacién homonuclear COSY (Correlated
Spectroscopy).

Los experimentos de correlacion se distinguen de los de J resuelta en cuanto a
que en ellos las dos dimensiones se encuentran expresadas en frecuencias (ppm)

7 Bax, A. (1982) Two-dimensional NMR in liquids. Delft University Press, Dordrecht.
% Benn R, Giinther H., Angew Chem.Int.Ed Engl., 22: 350, (1983).
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mostrando los desplazamientos quimicos en los que se encuentran las seftales. A través de
éste método, se pueden ver mas ficilmente las interacciones de &tomos a 3 enlaces de
distancia, es decir, que con ello podemos distinguir nicleos que se encuentran vecinos
entre si y que presentan un acoplamiento caracteristico en el experimento de 'H-1D. A
este tipo de espectroscopia se le llama de correlacion, de ahi se deriva el nombre de COSY
(Correlated Spectroscopy). * '

Comanmente se le considera como la técnica que identifica los pares de
protones que estin acoplados entre si y esto abre un panorama de alternativas de
identificacion estructural._ B 7 ] _ 7

La secuencia de pulsos que utiliza es la que se muestra a continuacion.

4 o
lH 1]

Tiempo de Adquisicion b
Figura 2-14. Secuencia de pulsos del experimento de correlacién homonuclear COSY

La espera de relajacion y el pulso de 90° preparan al sistema ya que cambian la
magnetizaciéon del eje z al ¢je y. En este punto, la magnetizacion se puede describir
matematicamente como la suma de componentes, donde cada una, contiene la informacion
del espin de solo uno de los dos protones. Durante el periodo (t1), los espines evolucionan
formando un “abanico” (fan-out). Bajo una concepcion clasica, este abanico es el
resultado de la precesion de los nicleos bajo las influencias de desplazamientos quimicos y
acoplamientos espin-espin entre ellos. Esta precesion es la que controla la sefial que se
observara, eventualmente, en el segundo periodo (t2).

Posteriormente viene ¢! segundo pulso de 90° que tiene una parte esencial, el
llamado tiempo de mezclado. Este pulso tiene como finalidad ¢l provocar una distribucién
de la magnetizacién a lo largo de varios estados de espin de los micleos acoplados. La
interpretacion matematica seria la de un sistema con la suma de grandes cantidades de
términos lo cuales tienen componentes de magnetizacién que se pueden detectar. Esto es,
incluyen coherencias miiltiple cuanticas.

La magnetizacion se diferencia para ambos micleos por medio del
desplazamiento quimico de uno de ellos en el tiempo t; y, después del tiempo de
mezclado, la precesion de otro de ellos (t,). El resultado de esto son las sefiales fuera de la
diagonal en el espectro bidimensional, (sefiales de interseccion) que muestran las
correlaciones de los pares de nicleos via acoplamientos espin-espin.

Las coordenadas de las sefiales en la diagonal, son las mismas en ambas
direcciones y aparecen a la frecuencia de Larmor de los protones en la muestra. La
proyeccion en cada eje es el espectro de 'H en una dimensién.

A lo largo de cada dimension, el acoplamiento mutuo separa a cada resonancia
de 'H a un doblete y como resultado se tienen cuatro puntos dispuestos en las esquinas de
un cuadrado para cada sefial en la diagonal. La informacion mas importante viene de los

Bwilliams K., King R., J. Chem. Educ., 67(5), A125 (1990).
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cuadros simétricos de correlacion que se encuentran fuera de la diagonal. Las coordenadas
de las sefiales de interseccion corresponden a los desplazamientos quimicos de los nicleos
que estan acoplados entre si.

viii) Experimento de correlacién heteronuclear de deteccién directa, HETCOR
(Heteronuclear Correlation Spectroscopy)

Esta espectroscopia tiene analogia con la espectroscopia homonuclear, salvo
que en esta ocasion se tienen 2 tipos de niicleos con diferentes frecuencias de Larmor

involucradas. La mas simple de las secuencias de pulsos se muestra en la figura siguiente.

o9
3¢
Tiempo de Adquisicion t
Figura 2-15. Secuencia de pulsos del experimento de correlacién heteronuclear con deteccitn
directa.

Nuevamente el pulso de 90° lleva la magnetizacion al plano xy, i.e. la convierte
en magnetizacion transversal. Durante ¢l tiempo de evolucion (t;) los espines de los
protones precesan debido a fos desplazamientos quimicos y a su acoplamiento con otros

. . . 113 A .
nicleos, es decir, los acoplamientos H- C. El tiempo de mezclado, simultaneo a ambos
canales, transfiere parte de la magnetizacion del protén a los carbonos. Como la
magnetizacion esta "diferenciada” por las frecuencias de precesion del proton durante t,, la

sefial de °C que se detecta durante t, esta modulada por el desplazamiento quimico de los
protones acoplados. El espectro de *C, al ser adquirido en el t,, se grafica a lo largo del
eje F; contra el espectro de 'H en el eje F;.

La sefial se presenta en ia interseccion de los desplazamientos quimicos, tanto
de 'H como de "°C, de los 4tomos que se encuentran directamente unidos. En este caso no
hay sefiales diagonales como se presentan en el COSY y mas adn no se tienen
acoplamientos de espin a lo largo det eje F; ya que, se enciende el desacoplador de banda
ancha a lo largo de t,.

ix) Experimentos de correlacién heteronuclear de deteccién inversa de coherencia
simple y multiple cudntica HSQC, cHSQC, HMQC y HMBC.

En los experimentos de correlacion heteronuclear de deteccion directa se
adquieren espectros con gran nitmero de puntos en F; (la dimensién de ’C) y con menos
puntos en F, (la frecuencia de 'H), es decir, se tiene una mayor resolucion digital en °C.
En ciertas ocasiones esto no es lo deseable ya que algunas veces se busca aprovechar la
dispersion espectral de ’C. Una alternativa es detectar la correlacion C-H a través del
canal de protén (de mayor sensibilidad) aprovechando la resolucion de la ventana de *Cy
la mayor sensibilidad del nicleo de 'H.
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Como la deteccion se hara a través del canal del 'H, una de las mayores
dificultades técnicas que presenta la deteccion inversa, es la supresion de sefiales que no
estan acopladas a nucleos de 13C . Es decir, de todos los protones presentes en la muestra,
se desea observar solo un 1.1% de ellos y rechazar el otro 98.9%. Esto se puede lograr
por transferencia de polarizacion del carbono al proton utilizando secuencias simples del
tipo INEPT.

Antes de explicar cada uno de los diferentes experimentos que entran en esta
categoria es importante hablar un poco sobre ias transiciones y coherencias cero, simple y
doble cuantica.
Transiciones y coherencias cudnticas cero, simple y miltiples. 30

Cuando un nacleo de espin 1/2 se somete a un campo magneético rompe su
degeneracién en dos niveles llamados « y § siendo a el de menor energia y P el de mayor
energia. Si consideramos la idea de la distribucién de poblaciones en ambos niveles de
energia, la transicion simple cuéntica se da cuando un espin s promovido desde el nivel de
baja energia hasta el nivel de alta energia por absorcion de energia cuantizada apropiada.
De hecho, no se detecta esta transicion directamente, sino que se deja que la
magnetizacion evolucione en el plano xy y es asi como se detecta la coherencia simple
cuantica creada por un pulso.

Cuando se trata de sistemas que se encuentran acoplados entre si existen mas
niveles de energia accesibles. Si por ejemplo se consideran 2 nicleos acoplados, se tienen
4 niveles disponibles de energia.

Transicion cuantica doble

BB Am=2

Ba
v Transicion cuantica cero
oo Am=0

Figura 2-16, Diagramas de energia para un par de espines acoplados.

La transicion doble cuantica es aquella que conecta el estado aa con BB,
mientras que la cero cuantica conecta los estados aP y Ba. Estas transiciones, que
normalmente no se aprecian, se tienen cuando hay micleos acoplados.

La magnetizacién se puede forzar a evolucionar a la frecuencia doble cuantica
(o cero cuantica) durante el periodo que sigue a la secuencia de preparacion. Esta
evolucién de coherencia doble cuantica no puede detectarse directamente pero se pueden
ver sus efectos si se utilizan pulsos de mezclados y adquisiciones del FID adecuados.

30 Ganders J. & Hunter B., Modern NMR Spectroscopy. A guide for chemists, 2nd. Edition Oxford
University Press, US, 1994,

L]
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a) HSQC (Heteronuclear correlation through single quantum coherence)’'

La mayoria de los experimentos HSQC son modificaciones de los experimentos
propuestos por Bodenhausen y Ruben. Estos experimentos emplean 2 secuencias de
transferencia del tipo INEPT, para transferir la magnetizacién de los protones a los
niicleos poco sensibles, y después otra vez a los protones. La secuencia de pulsos emplea
secuencias INEPT que transfieren magnetizacion 'H Iz al ®C en antifase. El
desacoplamiento 'H durante t; viene acompafiado con la aplicacién de un pulso de 180° a
la mitad de t,, con el fin de eliminar el acoplamientos heteronuclear no deseados en t,. Una
secuencia INEPT posterior, reconvierte la magnetizacion transversal de ¥C a una

En F, el ancho de las lineas es significativamente mas delgado en comparacion
con HSQC ya que no lo afecta el acoplamiento homonuclear ni el heteronuclear y
minimiza las innhomogenidades del campo estitico, solo determina la razén de relajacion
del niicleo poco sensible y de la relajacion espin-espin. Esta razon de relajacion espin-espin
corresponde a la suma de las razones de retorno al equilibrio def micleo poco sensible (el
reciproco del tiempo de relajacion espin-espin del heteroniicleo) y la razén de relajacion
espin- lattice de "H. La ventaja que da este experimento al tener lineas mas delgadas en F,
es que se tiene un factor adicional que puede contribuir a aumentar la resolucién digital en
esta dimension que es la que normalmente est4 definida por el menor niimero de puntos.
b) HMQC (Heteronuclear correlation through multiple quantum coherence)™

Este experimento HMQC también llamado de “eco prohibido” representa la
clase de secuencias de pulsos de correlacion inversa mas utilizada en la actualidad. Los
experimentos de deteccion inversa tienen una mayor sensibilidad ya que esta aumenta en

un factor de (7H/7X3) donde YH y vX son las constantes giromagnéticas de los respectivos
niicleos. Sin embargo, se deben suprimir sefiales no deseadas que son hasta 100 veces mas
intensas que aquellas que si se desean (para “C-"H)>.

Este experimento da correlaciones a 1 enlace de distancia (X-H) y utiliza un
filtro multiple cuantico para suprimir las sefiales de los protones que no se encuentran
sobre "*C. Su secuencia de pulsos es la més simple de todos los experimentos de deteccion
inversa y s¢ muestra a continuacion.

Q@ 180
AN B
ap- oF
Be A2 Y A2 _[Desacoplador

Figura 2-17, Secuencia de pulsos del experimente HMQC de deteccién inversa.

Existen acoplamientos 'H-'H durante el tiempo de evoluciéon que limitan la
resolucion, es por ello que se debe desfasar la magnetizacion en el canal de protén.
Asimismo, la razén sefial/ruido se incrementa en esos experimentos y se¢ debe a que la

3! Bodephausen, G and Reuben, D.J., Chem. Phys. Lett. 69: 185, (1980).

Bax, A., IkuraM., Kay, L.E. Torchia, D.A., And Tschudin, R. J. Magn. Reson. 86: 304, (1990).

32 Norwood., T.J., Boyd,J., Heritage, J.E., Soffe, N., and CampbellL.D. J. Magn. Reson. 87: 488, (1990).
33 Notas del curso impartido por el Dr. Bruce Adams en el Instituto de Quimica, UNAM. Abril 1997.
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sefial depende de 2 factores principalmente, el grado de la magnetizacion y la razon de
cambio (frecuencia de Larmor). La magnetizacion depende de la diferencia de poblaciones
entre los estados de espin o y P, asi como el momento magnético de los nicleos
individuales. Cada uno de esos factores es proporcional a la y del nicleo observado. De
aqui se deriva que la sefial total se incrementa a la tercera potencia de y. El ruido es
proporcional 2 la raiz cuadrada de la frecuencia de Larmor, de ahi que la razon sefial/ruido
dependa de la raiz cuadrada de y a la quinta potencia del nucleo observado. Con esto se
lograra que para el acoplamiento *C-'H se de un incremento en la razon sefial/ruido de un

_factor de 32 (comparado con el experimento unidimensional de 3C), mientras que en el

caso de nacleos poco sensibles como el '*N, el incremento para la correlacion *N-'H sea
de practicamente 320.

Esta secuencia de pulsos contiene un ultimo tiempo (2A) que se ajusta
dependiendo de la constante de acoplamiento de los grupos presentes en la molécula.

¢) HMBC (Heteronuclear multiple-bond correlation)™

La técnica HMBC es un método muy sensible en [a deteccion de correlaciones
heteronucleares de largo alcance (dos y tres enlaces). Esta técnica utiliza la misma
secuencia de pulsos que HSQC o que HMQC en donde el tnico factor que se cambia es el
tiempo final de 1/(*Jcu) donde J = 5-10 Hz. Esta minima alteracion es lo suficientemente
sensible que logra detectar correlaciones incluso con carbonos cuaternarios.

La primera version del experimento HMBC presenta la siguiente secuencia de
pulsos.

Q. 180°
B [ ]
Tiempo de Adquisicion

ap o ' aF
CI3 Al ]_I 2A l_k— l1;;—>|_|
Figura 2-18. Secuencia de pulsos del experimento HMBC basado en la secuencia de HMQC. Los
tiempos A1 = 1/(3cg) donde Jcg se refiere al acoplamiento a larga distancia y A2 de 60 ms.

‘ El primer pulso de 90° (°C) sirve como filtro de constantes de acoplamiento
grandes, es decir, es aqui donde se eliminan las correlaciones a un enlace en el espectro
bidimensional y deja pasar las correlaciones con constantes de acoplamiento pequefias, es
decir de 2 y 3 enlaces de distancia. Este pulso crea la coherencia multiple cuantica
heteronuclear para los protones que estan directamente unidos a >C los cuales se eliminan
del espectro de 2D al alternar la fase del pulso de °C a lo largo del eje +/- x sin cambiar la
fase del receptor. El segundo pulso de 90° en *C crea coherencia miiltiple (cero y doble)
cuantica para las conectividades a larga distancia. El puiso de 180° elimina efectivamente
el desplazamiento de los protones de la frecuencia de modulacion de t, ya que intercambia
las componentes cero y doble cuanticas. Después del pulso final de 90° ( 13C) las sefiales de
protén que se originan de la coherencia multiple cusntica de la unién 'H-"C son
moduladas por el desplazamiento quimico de “C y del acoplamiento homonuclear
proténico. Las sefiales de los protones que no tienen acoplamiento a largo alcance con
13C, se eliminan por el ciclo de fase del segundo pulso de 90°. Ya que la sefial detectada es

3 Bax et al Idem,
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modulada por la fase por el acoplamiento homonuclear escalar, el espectro bidimensional
de absorcion no se puede obtener asi que se presenta siempre como un espectro de modo
absoluto. En contraste con la version HMQC, la version HSQC tiene un tiempo A que
necesita ser optimizado para acoplamientos a un enlace. Por ello la version es mas corta
que la de HMQC y con elfo hay una menor atenuacion en la magnetizacién final debida a
la relajacion. Con esto, es mis facil obtener constantes de acoplamiento heteronuclear a
larga distancia con esta version.
d) cHSQC (HSQC acoplado)

Con la secuencia-de pulsos-que se muestra en la siguiente figura, se obtiene un
espectro HSQC en donde se tiene un acoplamiento BC y en donde los protones unidos a
12C no se encuentran, de ahi que cada resonancia proténica se presente como un doblete y
la separacion es la constante de acoplamiento a un enlace entre el proton y el °C 'Jeg. En
algunas ocasiones este tipo de experimentos puede ser muy util en la elucidacion
estructural, sin embargo, generalmente se busca que no se presente el acoplamiento y sélo
se tenga una seiial para los protones.

v FLi

-'w - Tiempo de Adquisicion §

e Bl iy B

Figura 2-19. Secuencia de pulsos del HSQC acoplado.
x) Espectroscopia de intercambio y efecto nuclear Overhauser (NOESY nuclear
Overhauser and exchange spectroscopy) '

Las bases teoricas del ENO pueden ser ilustradas a partir del estudio original
de la interaccion nicleo-electrén. En un sistema cuantico compuesto de 2 niveles, en
equilibrio, la igualdad de las transiciones entre ambos estados se representa como

Ep —>Eq =Eq —>EJp

En términos de estados propios: N, -ng W, . =Ny n Wy . (figura 2-20)

Figura 2-20. Diagrama Solomon para un sistema IS de dos espines, uno nuclear y uno electronico.

La linea de unién entre af y Pa es Wo ylade fp y aa es W,
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De acuerdo a la relacion de Boltzmann:

Na*nf _Wpa—>af _ [gj_ (—h(vswnj
NB*na Wpa— pa P T RT

RT )

en condiciones de saturacion de la resonancia electrénica n, =ng y la expresion se
convierte en:

Na [-—h(us+v,))
Ng P RT

Normalmente la expresion

siendo-hv, >>hvy - -

Na (—hv,}
—— =exp
Np RT

cuando se refiere a los ntcleos, debe considerar que hv, como quien determina el factor -
hv/RT. Por ello, la relacion No/Ng sera tendré un valor correspondientemente mucho
mayor.

En el caso de espines nucleares se aplican consideraciones similares de acuerdo
a la figura 2-21.
HAIX)

(1) o

w X _,p"'f \\\‘ WIA
/4 Linea ™,
'~ Linea de "
X de A .

(2) ap

4) BB

Figura 2-21. Diagrama Solomon para un sistema dos espines nucleares. La linea de unién de
Los sistemas aa y  es W; mientras que la unién aff y fa es Wo.

En términos generales, el efecto nuclear de Overhauser se define como el
cambio en la integral de la intensidad de absorcion de la seial de resonancia de un espin
nuclear cuando la absorcion de resonancia de otro espin llega a la saturacion.

Si se considera un sistema de dos espines A y B que no estan acoplados entre si,
se pueden definir las probabilidades de transicion (W) por unidad de tiempo entre los
estados, en donde el equilibrio poblacional de cada nivel estd gobernado por la
distribucion de Boltzman.
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Figura 2-. Estados de espin y probabilidades de transicién para un sistema A-B. El grosor de las
lineas indica poblaciones relativas ocupando diferentes niveles de energia.

Si el espin A y el B interactitan mediante las transiciones 4-2 y 3-1 entonces la
intensidad de absorcion de los espines del nicleo A debe ser proporcional a Ja diferencia
de poblacion neta de las transiciones importantes. Si la intensidad de absorcion del niicleo
B se satura por la aplicacion de un campo intenso de radiofrecuencia en su frecuencia de
Larmor, la poblacion quedara igualada a través de las transiciones de B con el nimero de
espines inalterado. Los cambios en la poblacién no tienen efecto en la magnitud de la sefial
A, ya que solo depende de la magnetizacion total MA, la cual, no se afecta con la
saturacion de B. A través de procesos de relajacion permitidos con las probabilidades W,
y Wy se establece un nuevo equilibrio con una distribucion de poblacion diferente. Estas
transiciones 4-1 y 3-2 son espectroscopicamente prohibidas, y de ahi que no se puedan
observar en RMN, sin embargo, sus efectos se pueden evidenciar a través de la relajacion.
La relajacion via W, y Wy se da a través de interacciones dipolo-dipolo, y cuando no se
tienen interacciones dipolares, la relajacion se dara principalmente a través de W,. El
proceso de relajacion via W5 incrementa la poblacion en 1° a expensas de 4°. Esto provoca
un incremento en la diferencia de poblaciones de 1°-2° y 3°-4", lo que afecta la intensidad
de las transiciones de A. Esto es, que se da un aumento en la intensidad de !a sefial,
amplificindose hasta un 200% dependiendo de los nucleos involucrados. Para un NOE
homonuclear de proton, el maximo incremento en el efecto NOE es de un 50%.

Las moléculas de bajo peso molecular presentan tiempos de correlacion muy
cortos, y es en ésos casos cuando W, predomina sobre W,, dando como resultado un
efecto NOE positivo. Esto tiene sentido si se considera que el campo magnético de la
radiofrecuencia necesita inducir la transicion doble cuantica que debe contener las
frecuencias cercanas a la suma de las frecuencias de Larmor de los micleos involucrados A
y B. Este hecho hace ver la dependencia del grado de amplificacion del NOE con la
intensidad de campo magnético, es decir, a mayor dispersion de campo, mejor la
apreciacion del NOE. En moléculas grandes con tiempos de correlacion largos como
ocurre con las macromoléculas, es Wy quien juega el papel mas importante, lo que se
refleja en el espectro como absorciones negativas.
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Cabe mencionar que ya que este efecto no se transmite por los enlaces sino a
través del espacio, este experimento resulta de gran utilidad en asignaciones
estereoquimicas y conformacionales.

Otra ventaja del NOE es cuando se lleva a cabo un espectro unidimensional de
13C. Las seitales de ©°C crecen hasta por un factor de 3 cuando se irradian los protones con
el desacoplador y, ya que los hidrogenos directamente unidos a los carbonos pueden
ayudar a la relajacion de los nicleos, se presenta el incremento en la intensidad de la sefial
y con ello el NOE. Esa es la razon por la cual los carbonos cuaternarios tienen sefiales
muy débiles.. o ] o :

La forma bidimensional en la que se lleva a cabo este experimento es el llamado
NOESY, y cuyo principio es muy simifar al unidimensional. En este experimento, todos los
protones presentes en una muestra se observan al mismo tiempo y con ello se reduce el
tiempo de anilisis drasticamente. Para esta técnica es muy importante que se tenga un
tiempo de mezclado lo suficientemente grande para tener el miximo NOE posible y el
tiempo de relajacion debe ser suficiente para lograr una completa relajacion de los niicleos.

La secuencia basica para NOESY se muestra a continuacion.
oG 1 9
1y tl I tma;mtaﬂe | | h

Tiempo de Mezclado  Tiempo de Adquisicitn t
Figura 2-. Secuencia de pulsos del experimento NOESY
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Capitulo 3

Reacciones en Microondas

Las reacciones quimicas se pueden llevar a cabo tanto en medios homogéneos
como en heterogéneos; sin embargo hay reacciones que debido a la naturaleza de los
reactivos, del complejo activado o de la termodinamica de la reaccion, necesitan
condiciones drasticas para su desarrollo: altas temperaturas, altas presiones o bien largos
tiempos de reaccion.

Las microondas han surgido como una alternativa, ya que ofrece tiempos de
reaccién més cortos, altos rendimientos” y anAlogamente a las reacciones
"convencionales”, también se pueden emplear en condiciones homogéneas y heterogéneas.

3.1 Reacciones bajo condiciones de microondas

Generalmente las reacciones en microondas se ilevan a cabo en tiempos cortos
de reaccion y los productos presentan una menor descomposicion térmica y una presencia
minima de productos secundarios.

Una de las limitantes dentro de las reacciones en microondas es la presencia de
disolventes ya que pueden alcanzar su punto de ebullicion en periodos cortos de tiempo
(+/- 1 min.) y desarrollar altas presiones dentro del horno causando dafios a los recipientes
o incluso al horno mismo.

3.2.1. Reacciones Heterogéneas

Dentro de las reacciones heterogéneas, el uso de reactivos inorganicos solidos
como soportes de reaccion se ha convertido en un recurso muy utilizado por los grupos de
investigacion.

Los oxidos inorganicos como la alimina y la silica absorben las microondas a
2450 MHz de frecuencia y esa absorcién se refleja en un incremento en la energia cinética
de las moléculas que se irradia en forma de calor. Actualmente existen refaciones entre la
cantidad de oxido, el tiempo de exposicion a las microondas y la temperatura que se logra
alcanzar dentro de los hormos de microondas convencionales™.

Comportamiento Térmico de la Alimina en Microondas

Temperatura (*C) Temperntura ("C)
350 200g 350
300 100g 300
250 500 g 250
200 509 200
150 49 150
100 19 100

50 50

0 o s A L Y

1234567808 100, 0 100 200 300 400 500

Figura 3-1 Variacién de la temperatura alcanzada con respecto a la cantidad de material utilizado.

% |oupy.A., Pigeon.P, Ramdani M., Jacquault P, Synth.Comm., 24(2): 159, (1954)
% Bram.G., Loupy.A.,Majdoub.M., Tetrahedron, 46(15): 5167, (1990).
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Un gramo de alimina llega a 100°C con 10 min. de irradiacion; con esto se
podrian llevar a cabo reacciones a temperaturas cercanas a la temperatura del soporte. Sin
embargo, se pueden provocar sobrecalientamientos en las paredes internas del horno y
causar danos irreversibles al magnetrén. En algunos casos €l uso combinado de alimina
con otros reactivos incrementa notablemente la temperatura. Este incremento es producto
del cambio en las propiedades dieléctricas del medio y de interacciones reactivo-alimina
ya que la aliimina puede inducir disgregaciones o disociaciones iénicas parciales debido a
su naturaleza polar.

La naturaleza de la fuente de radiacién de microondas es un importante factor
- dentro de los rendimientos y la limpieza de las reacciones. La utilizacién de homnos de
microondas comerciales o bien el uso de sistemas monomodales dan lugar a ciertas
variaciones dentro de los rendimientos. Los mejores rendimientos se han dado cuando se
utilizan sistemas monomodales®’.

3.2.2. Reacciones Homogéneas

El disolvente es uno de los factores limitrofes dentro de las reacciones en
microondas, sin embargo, si se logra controlar la temperatura interna y se evita la
evaporacion del disolvente, es posible su utilizacién como medios de reaccion.

Se han utilizado disolventes tanto polares como apolares para reacciones tipo
Diels Alder y se ha encontrado que los disolventes polares suelen absorber la energia de
microondas y calientan el medio®, mientras que los apolares no llevan a cabo poco o
ningiin cambio en la temperatura. Asimismo, la naturaleza de los reactivos es un factor
importante. Para reacciones tipo Diels Alder es mucho mejor usar diendfilos polares y
dienos no polares que a la inversa, ya que el coeficiente de aceleracion es mayor y con
esto ta polimerizacion no se presenta en tan alto grado como en condiciones normales.

Las cuestiones termodinamicas varian dentro de las reacciones en microondas.
La AG se modifica de una manera no clasica y se considera que los efectos energéticos de
vibracién-rotacion pueden tener rotaciones moleculares favorables y choques eficaces que
dan lugar a los productos. En una forma microscopica, un cambio en la AS* (activacion)
puede dar lugar a modificaciones en la solvatacion de las especies (sobre todo en el estado
de transicion).

Se han desarrollado algunas teorias para explicar los rendimientos tan altos
dentro de las reacciones en microondas. Una de ellas, la teoria de los “puntos calientes”,
considera los efectos no térmicos que desarrolla la radiacion microondas y con ello
justificar que los rendimientos obtenidos no solo se deben a la temperatura que se logra
alcanzar dentro del sistema. Los “centros calientes” o “puntos calientes” son generados
por la relajacion dieléctrica en la escala molecular.

¥ Stambouli,A., Chatrette, M., Soufiaout, M., Tetrahedron Letters, 32(14): 1723, (1991).
% Berlan.]., Giboreau.P,Lefeuvre.s., Marchand.c., Tetrahedron Letters, 32,(21): 2363, (1991).
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Capitulo 4
Metodologia

4.1 3-metil-3-fenil glicidato de etilo

La muestra de 3-metil-3-fenil glicidato de etilo que se trabajo fue la muestra
comercial que se utiliza en las preparaciones con olor y sabor a fresa. La industria IFF
(International Flavour and Fragances, México) proporcioné la mezcla de estudio y a partir
de ella; sin purificacion-previa;-se Hevaron a cabo los analisis espectroscopicos necesarios
para elucidar inequivocamente su estructura.

4.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo.

El espectro de infrarrojo se obtuvo en un equipo de transformada de Fourier
Perkin Elmer Modelo 1605 con celdas de bromuro de potasio. Por tratarse de un liquido,
se corrio en forma de pelicula con un poco de tetracloruro de carbono como disolvente. El
espectro se obtuvo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la
Facultad de Quimica, Cd. Universitaria, UNAM.

4.1.2 Espectrometria de Masas.

A través de la espectrometria de masas, en diversas modalidades, se llevé a
cabo el analisis de la mezcla de glicidatos de etilo. Se llevaron a cabo 3 mediciones, la
primera fue un experimento de ionizacién suave (FAB+) con una matriz de glicerol y el
método de introduccion fue directo. El segundo fue un experimento espectrometria de
masas de baja resolucion empleando impacto electrénico y utilizando cromatografia de
gases acoplado al sistema. El tercero fue un experimento de alta resolucion gases-masas
empleando impacto electronico. El espectrometro utilizado fue un JEOL JMS-SX 102 A
de geometria inversa con sector magnético y sector eléctrico con una estacion de trabajo
HP apollo y un cromatografo de gases Hewtlett Packard 5890 S-1I

4.1.3 Resonancia Magnética Nuclear.

Se llevaron a cabo una serie de experimentos unidimensionales y
bidimensionales para la determinacion estructural del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo. El
andlisis det especiro protonico unidimensioni a 60 MHz se llevé a cabo en un equipo
Varian Serie XL en e! Laboratorio de la Administracion Central de Laboratorio y Servicios
pertenecientes al SAT. El espectro unidimensional proténico,°C, APT, DEPT editado,
desacoplamiento homonuclear, espectro bidimensional con J resuelta, COSY, HETCOR,
NOE unidimensional, se llevaron a cabo en los equipos de 300 MHz Varian UNITY
INOVA con probe intercambiable (switchable) de deteccion directa en la Unidad de
Servicios de Apoyo.a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, Cd.
Universitaria, UNAM. Asimismo los espectros unidimensionales 'H, “C, APT, COSY,
HMQC, HMBC y NOESY se lievaron a cabo en un equipo Varian UNITY 500 MHz con
probe de deteccion inversa en el Instituto de Quimica, UNAM.

4.2 3-metil-3-fenil glicidato de bencilo.
4.2.1 Obtencion de la sal de sodio.

Para la obtencion del derivado bencilado se llevd a cabo la formacion de la sal
de sodio a partir del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo con etdoxido de sodio recién
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preparado. Tras 20 minutos de agitacion constante a temperatura ambiente se presento el
precipitado blanco soluble Ginicamente en agua. Para recristalizar la sal se utilizé etanol
con suficiente agua para poder disolver en caliente. Cuando se filtro en caliente se
obtuvieron cristales en el papel filtro y en las aguas madres.

4.2.1.1 Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia que se trazaron fueron espectros unidimensionales
de proton y un experimento NOE unidimensional en la USAI en un equipo de 300 MHz
Varian UNITY INOVA. : :

4.2.2 Reaccion de obtencion del 3-metil-3-fenil glicidato de bencilo.

4.2.2.1 Reaccion via microondas.

El paso final de la obtencion del derivado bencilado se llevé a cabo en un horno
de microondas comercial Panasonic Modelo NN-S666BA. En él se hicieron reaccionar al
glicidato de sodio disuelto en HMPA con una cantidad en exceso de bromuro de bencilo.
La irradiacion se dio en espacios de 15 segundos esperando a que se enfriara et HMPA
con un tiempo final de reaccion de 1 minuto. A lo largo de las irradiaciones se fue
monitoreando la reaccion por cromatografia en capa fina con acetato de etilo-hexano al
10% y se vio6 la aparicion de un par de sefiales con rf cercano a 0.5 y que se podria tratar
del 3-metil-3-fenil-glicidato de bencilo. Tras una percolacion se lograron obtener las 2
sefiales de rf de 0.5 sin HMPA para su analisis por RMN.

Finalmente tras 2 eluciones de una cromatografia en capa fina preparativa se
lograron obtener cada uno de los isémeros por separado: la banda 4 y la banda 5
respectivamente.

Bromuro de Bencilo

Banda 4
Banda 5

3-metil-3-fenil glicidato de bencilo

Figura 4.1 Cromatoplaca preparativa para la obtencién de los isbmeros del 3-metil-3-fenil-glicidato
de bencilo. Eluyente Acetato de Etilo-Hexano al 10%, revelado con fuz U.V,

4.2.2.2 Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de resonancia que se llevaron a cabo fueron espectros
unidimensionales de 'H, °C, COSY, DQCOSY, HSQC, cHSQC, HMBC, NOE diferencial
y NOESY en espectrometro Varian UNITY de 500 MHz con probe de deteccion inversa
en el Departamento de Quimica de la Universidad de Toronto.
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Capitulo 5
Resultados y Andlisis de Resultados

5.1. 3-metil-3-fenil glicidato de etilo

5.1.1 Espectroscopia de Infrarrgjo
El espectro de Infrarrojo muestra bandas que son caracteristicas de los
diferentes grupos funcionales que se encuentran en la mezcla de estudio.
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Figura 5-1. Espectro de Infrarrojo de la muestra problema de 3-metil-3-fenil glicidatos de etilo.
» Existen sefiales a frecuencias superiores a los 3000 cm™ caracteristicas de grupos C-H
de los anillos aromaticos presentes.
* A frecuencias menores de 3000 cm™ se tiene la absorcion C-H alifiticos del metino
base del epoxido asi como de los metilos y metilenos presentes.
« Existen los sobretonos en la zona de 1800 a 2000 cm™ caracteristicos de un sistema
aromatico monosustituido.

. » En 1752y 1728 cm’ se presentan dos sefiales muy intensas de absorcion del carbonilo
(C=0). Ese pequeiio doblete puede ser debido a la mezcla de los isOmeros y que cada
uno contribuya a una absorcion diferente. Sin embargo en la literatura™ se hace

" mencion de que la conformacion podria ser un factor importante para que se llevara a
cabo un desdoblamiento de la sefial del carbonilo. Si el carbonilo se encuentra
colocado en el mismo sentido que el oxirano el momento dipolar serd mucho mas
grande que si se encontrara en sentidos opuestos.

3 House Herbert and Blaker J. Warren, J.Am.Chem.Soc. 80: 6389, (1958).
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H i H O
o~ E
H3 o * H3 0
Conformacién A Conformacién B

FiguFa 5-2 Conformaciones presentes en la mezcla de isbmeros en Infrarrojo.

+ La conformacion B tiene un momento dipolar mas grande que la conformacion A 'y
esto puede dar lugar a dos bandas diferentes para la absorcion del carbonilo. Este
hecho aunado a ia mezcla isomérica fomenta la presencia de 2 bandas en la zona de los
carbonilos.

* Las sefiales a 1604 y 1496 cm™ son caracteristicas de las vibraciones C=C insaturados
del anillo aromatico.

* La banda de 1200 cm’ es caracteristica de la absorcién C-O del éster y del epoxido.

« Las bandas entre 1000 y 1400 cm™ pertenecen a la zona de las huellas digitales y esa
zona es caracteristica de cada substancia. '

5.1.2 Espectrometria de Masas
5.1.2.1 Introduccion Directa FAB +(Positive Fast Atom Bombardment)

Debido a que la muestra se introduce suspendida en una matriz de glicerol
directamente a la camara de ionizacion no hay una separacion previa de los isdmeros. Por
ello, al tratarse de una mezcla, es muy dificil discriminar los iones generados por cada
isomero. Sin embargo, si se logré detectar al ion M+1 formado por transferencia de un
hidrogeno de la matriz (glicerol) al analito y con ello se pudo conocer al ion molecular que
es el mismo para ambas especies.
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Figura 5-3 Espectro de Masas por bombardeo de dtomos ripidos FAB+ atilizando glicerol como la
matriz.

5.1.2.2. CG/EM Impacto Electrénico Baja Resolucién
Cromatografia de Gases (CG).

A través de esta técnica se pudieron separar los dos isomeros el Ey el Z de la
mezcla de estudio. Asimismo, también se pudo detectar la presencia de 2 picos con
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caracteristicas muy similares a los glicidatos de etilo. E! cromatograma obtenido muestra 4
picos con tiempos de retencion diferentes.

Nimers | Tiempo de Refencion
' - {miny - — % 1 Y
1 6.56 43.77 | 471.57
2 6.68 6.32 5.77
3 6.88 291 3.18
4 7.00 { 470 | 4348
Tabla V-1 Tiempos de Retencién de los picos de la mezcla de glicidatos de Etilo.

wl“w 1 6.48 1w 7.4 mn
1
] : J\
- _/\ — 0
i!l [ ) '" 5.8 .l- .83 I?' 5.7 .09 .83 IH [N ) 7‘ 7“ ?Il

CRLILNS

Figura 5-4 Cromatograma de la mezcla de isémeros del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo.

De acuerdo con el cromatograma se ve que los picos 1 y 4 son los mas
abundantes y que 2 y 3 son impurezas que trac la muestra. Estas aseveraciones se
pudieron corroborar con los espectros de masas de cada una de las sefiales.

Los picos 1 y 4 corresponden a los isomeros E y Z de la mezcla de glicidatos de
etilo. La polaridad de ambos isomeros no es la misma, y se justifica una diferencia en
tiempos de retencion para ambos isdmeros. Sin embargo, al no contar con los estandares
correspondientes, no es posible distinguir cual corresponde al Z y cual al E.

CH3

0O

Z-3-metil-3-fenil glicidato de etilo E-3-metil-3-fenil glicidato de e
Figura 5-5 Estereoquimica de los isémeros E y Z del 3-metil-3-fenil-glicidato de etilo.




Espectrometria de Masas (EM).
En la interpretacidn de los espectros de masas de las seilales se observan datos
muy interesantes.

wms Spectrum ]
376 132 6.38 min Scant : (353,3301)
&S Mode : EI+ Int, : 1213.69

L

sz Spectrum ]
e 32 e 54 min Scans 1 1328.320)
Foce @ EIv Int. : )1186.38

bl

Figura 5-6 Espectro de masas de los pices cromatogrificos 1y 4 de la mezcla de glicidatos de etilo.

La

* Los espectros de masas de los picos cromatograficos nimero 1 y del 4 son idénticos en
cambio los de 2 y 3 no son iguales entre si ni con respecto &8 1 6 4. Sin embargo las
fragmentaciones son muy parecidas y lo que en algunos casos varia, es la intensidad de
las sefiales.

* En particular en los espectros 1 y 4 que corresponden a los isomeros E y Z del glicidato
de etilo, llama mucho la atencion el hecho de que el espectro de masas sea idéntico para
ambos. Esto quiere decir que en este caso, para cuestiones de ionizacion y
fragmentacion, la orientacion espacial no es un factor determinante.

* Asimismo, resalta el hecho de que el pico base (el mas abundante del espectro) es de
masa par, por lo que la generacion de este ion se lleva a cabo a través de
reagrupamientos y de rearreglos.

* Algunos patrones de fragmentacion probables para la generacion de ciertos iones se
muestran a continuacion. Estas propuestas obedecen a las reglas de fragmentacion
conocidas en donde el director de las fragmentaciones es siempre el sitio radical, y las
rupturas son generalmente beta a! sitio radical.
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Fragmentos Principales
mz

lTon molcenlar (M)....206

H . H
0\/ ’ 0\/
(9] O
- m/z=206 m'z=206
(M-1).........205
+
CHy AR
o~ &
Q
mr=203 m/z=205

o—

m/z=205 mwrE1T?

mz=206 miz=149

* Anisimova et al., Khim.Geterotsiki, Soedin, 10: 1310 (1986) (Russ).



66

m/z=206 m/z=133

Q [ N
0
1

miz=206 w132

0 +
*

o

Ch

miz=205 miz=132

Figura 5-7 Fragmentos principales y probables rutas de fragmentaci6n de los iones principales
presentes en el espectro de masas. Las medias flechas indican el movimiento de un solo electrin.

+ Sin embargo espectrometria de masas no es la técnica adecuada para distinguir al
isomero E del Z.
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* Para la elucidacion total del diagrama de fragmentacion es necesario llevar a cabo otra
serie de experimentos como el “linked scan”, desenfocamientos en la primera region
libre de campo, masas-masas, etc.

* De acuerdo con los espectros de masas, las impurezas que se presentan dentro de la
mezcla tienen estructuras muy semejantes a las de los glicidatos y pueden ser
subproductos de la reaccion de condensacion de Darzen, sin embargo, cabe mencionar
que no son materias primas.

t_nu- Spoctrum )

RT : 6.88 min Scant 1 345-M|-J47
Ion Mode : EI+ Int. : 193.73
2831649 133
10— I
)] ]
] 0
] CH; e, OH ©
30 1 0/\ O/\
»7 183
] J Je@ Jeg ’2“ )
2 L4
8- T 7 T T T
122 1 . )
Figura 5-9 Impurezas presentes en la mezcla
[ Maxe Spactrum ] . P . n -
RT : 6.68 min Scans : 335-326-341 isomérica de los glicidatos de etilo.
lon Moda : EI+ Int, : 23).33

Eqa‘sép: 178

P

Figura 5-8. Espectros de masas de baja
resolucién de los picos 2 y3 presentes como
impurezas de la mezcla isomérica del 3-metil3-
fenil glicidato de etilo.

5.1.2.3. CG/MS Impacto Electrénico Alta Resoluciéon

;"'l":-m?;.- ? Tpea® s (LlA7 _188) To=p 1 21.1 seg.C
C ] ?ﬁ-’l [+ 83 Ime. ';’;:.-.
] e oo == Figura 5-10 Espectro de
[ | [Il ] masas de alta resolucién de
T em e ke 3m  ive  15a  iem  1m  iem  10s  mes zim s o Ios pim 1 y4 del
':E:;.:':::. ! Seans 1 (130 10w Tesw : 31.9 wag.C Cmmﬂtﬂgl'ama de la mezcla
e T fadte del 3-metil-3-fenil
glicidatos de etilo.
Jua, e [—
A TR P A goo-e
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A través de esta técnica se pudo comprobar el peso molecular de varios de los fragmentos
antes presentados. Estos se resumen en la siguiente tabla.

miz Composicién Edructura Pobable

T,
H

CcH, O

206.0952 C1oH1403 @“ﬂ('k/
o

+
o, 0 H
cH, O _H
205.0868 C12H1303 o o
W o
o o
@._”\4"\/
4]

149.0877 CyoH1303 : 7o,
+
cH, o] CH, 4 M o, o _H
133.0616 CgHgO d:-/(“ d-\/ ©>‘A{

o, o ¢ 0

Tabla V-2 Relacién de las masas exactas, formula minima y estructuras probables.
Con espectrometria de masas de alta resolucion no fue posible distinguir al

isomero Z del E.
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5.1.3) Resonancia Magnética Nuclear.
5.1.3.1. Espectros de hidrégeno unidimensional (60 MHz)

7 6 5 4 3 2 i 0

Figura 5-11. Espectro de RMN en 60 MHz de la mezcla de glicidatos de etilo,
A partir del espectro anterior, se pueden resumir los datos en la siguiente tabla.

Desplazamiento { Multiplicidad | Integracién | Asigdacién
quimico {5) , ' -
a 0.85 triplete 3 CH;3
b 1.3 triplete 3 CH,
c 1.71 singulete -3 CH,
d 1.75 singulete 3 CH;
e 3.42 singulete 1 CH
f 3.62 singulete 1 CH
g 3.89 cuadruplete 2 CH,
h 4.3 cuadruplete 2 CH,
1 7.3 singulete 10 CH

Tabla V-3. Desplazamientos quimicos en 60 MHz.

a) Las 2 sefiales a y b presentes a alto campo (0.85 y 1.3 ppm) corresponden a metilos del
éster presentes en la molécula.

b) Las sefiales a 1.71 y 1.75 ppm corresponden a los metilos unidos a la base del epoxido.

¢) Las sefiales a 3.42 y 3.62 ppm son las sefiales de los metinos de la base del epoxido.

d) Las sefiales en 3.89 y 4.3 ppm son los metilenos del éster presentes en la molécula.

¢) El singulete en 7.3 ppm correspondiente a los dos anillos aromaticos presentes en la
mezcla de los 3-metil-3-fenil glicidatos de etilo.

f) Alin cuando se pudieron asignar las sefiales, este experimento no logra asignar la
estereoquimica final de cada una de ellas.

5.1.3.2. Espectros de hidrégeno unidimensional (300 y 500 MHz)
El espectro de resonancia de 300 MHz se muestra a continuacion.
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Figura $-12 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear proténico de 300 MHz,
Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

Desplazamiento ‘Multiplicidad - | Integracién
| quimico(8) | . '
a 0.85 triplete 3
b 1.3 triplete 3
c 1.71 Singulete 3
d 1.75 singulete 3
e 342 singulete 1
f 3.62 singulete 1
g 3.89 doble cuadrupleteado 2
h 4.3 doble cuadrupleteado 2
| 7.3 multiplete 10

Tabla V-4 Resultados obtenidos en el espectro de resonancia unidimensional de 300 MHz.

De acuerdo con la tabla anterior, las observaciones mas relevantes de estos
espectros con respecto al de 60 MHz se presentan a continuacion.

+ Las sefiales en 3.89 y 4.3 ppm corresponden a los metilenos del éster presente en la
molécula. Son multipletes complejos debido a la presencia de 2 centros quirales. Con
esto, los hidrogenos del metileno se vuelven diasteroméricos y no son magnéticamente
equivalentes. Considerando esto, se espera un doblete cuadrupleteado para cada sefial.

* Las constantes de acoplamiento se determinaron directamente del espectro. El doblete
cuadrupleteado tiene constantes de J = 11 y 7 Hz. La constante de 11 Hz, es la
esperada para una interaccion gem de los 2 hidrogenos A-B del metileno y la de 7 Hz,
la de interaccién vicinal con los 3 hidrogenos del metilo. Es importante notar que la
constante de acoplamiento para ambos metilos es muy similar sin embargo no es la
misma ya que el patrén gue presentan es notablemente diferente (figura 5-13).
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Figura 5-13. Ampliacién del espectro unidimensional proténico en la regién de 4.3 y 3.9 ppm.

* La sefial en 7.3 ppm corresponde a los protones que se encuentran en los fenilos. Esta
sefial no es de primer orden y resulta muy compleja su interpretacion. Sin embargo su
integracion ayuda a confirmar que se trata de 2 anillos aromaticos monosustituidos.

5.1.3.3. Desacoplamiento homonuclear (300 MHz).

Siguiendo la nomenclatura utilizada en la tabla V-4, para este experimento se
saturé la sefial @ en 0.85 ppm y la sefial que cambi6 notablemente fue la de g en 3.89 ppm.

Analogamente se saturo la sefial  en 1.3 ppm y la sefial que cambié fue hend3
ppm. En el primer experimento, la sefial de g no resultd en un singulete sino en dos
dobletes (uno por cada isomero). Esto mismo se tuvo en el segundo experimento para la
seiial # en 4.3 ppm.

--------

S| S LU I'.L'*—*-*

& 1 . H H H 1 H o

Figura 5-14 espectro de desacoplamiento homonuclear en a 300 MHz.
De lo anterior se pueden hacer notar una serie de observaciones importantes.
a) La sefial de metilo a mas alto campo esta acoplada con la sefial de metileno a mas
alto campo (La seiial a en 0.85 ppm con la sefial g en 3.89 ppm).
b) La sefial de metilo a mas bajo campo esta acoplada a la sefial de metileno a mas
bajo campo. (La sefial 5 en 1.3 ppm con la sefial 4 en 4.3 ppm).
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¢) Al saturar las sefiales de los metilos, no se obtuvieron singuletes debido a la
interaccion gem presente en los hidrogenos dei metileno. Se elimind el
acoplamiento metileno-metilo, pero no se eliminé el acoplamiento A-B gem de

los hidrégenos metilénicos.
d) Se pudo corroborar la no-equivalencia magnética de los hidrogenos del metileno

al tener 2 dobletes.
5.1.3.4. Espectro unidimensional de Carbono-13.
El espectro unidimensional de C de la mezcla de estudio se presenta a
confinuacion. ) ' -

Figura 5-15. Espectro unidimensional de resonancia magnética nuclear de *C de la mezcla de 3-
metil-3-fenil glicidatos de etilo.

Los resultados se presentan a continuacion en la siguiente tabla.

__Desplazamiento Quimico

1 13.65
2 14.189
3 16972
4 24.592
5 60.607
6 60.755
7 61.375
8 61.424
9 61.742
10 63.425
11 125.227
12 126.319
13 127.878
14 127.951
15 : 128.068
16 128.476
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17 137.247
18 140.248
19 167.130
20 167.610

Tabla V-5 Resultados obtenidos en el espectro de resonancia unidimensional de C a 75 MHz.

De este experimento podemos destacar algunos aspectos.
a) Se obtuvieron solamente 20 sefiales de carbono, lo que indica que hay sefiales

sobrepuestas.
b) Hay 2 carbonilos presentes a bajo campo (167.130 y 167.610 ppm)

5.1.3.5. Experimento APT (Attached Proton Test) unidimensional.*
Los resultados de este experimento se presentan en correlacion a los obtenidos

en BC.
Desplazamiento | Datos del APT
_ Quimico - -

1 13.65 CH; 6 CH
2 14.189 CH; 6 CH
3 16.972 CH; 6 CH
4 24.592 CH; 6 CH
5 60.607 CH; 6 CH
6 60.755 CH6C.
7 61.375 CH,6C _
8 61.424 CH; 6 CH
9 61.742 CH; 6 CH
10 63.425 CH:6C -
11 125.227 CH;6 CH
12 126.319 CH;6 CH
13 127.878 CH;6 CH
14 127.951 CH;6 CH
15 128.068 CH; 6 CH
16 128.476 CH;6 CH
17 137.247 €H6C
18 140.248 CH, 66
19 167.130 CH.6C-’
20 167.610 CH 6 C-

Tabla V-6 Resultados del experimento APT y su correlacién con los desplazamientos quimicos.
Correlacionando este experimento con °C, se puede conocer si el nimero de
hidrégenos unidos al carbono es par, non o bien cuaternario.
5.1.3.6. Experimento DEPT (Distortionless Enhacement by Polarization Transfer)
Los resultados del analisis del experimento DEPT se muestran a continuacion.

“° Macomber.... Idem.
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Asignacién | Multiplicidad | Correlicion} ppm = Intensidad
1 D CH 127.951 71.025
2 D CH 127.878 | 42.721
3 D CH 126319 | 69.923
4 D CH 125227 | 33.762
5 D CH 63.425 71.024
6 D CH 61.742 57.781
7 D CH 61.424 27.193
8 I T ~ CH, 61375 | 8939
9 T CH, 60.755 40.556
10 D CH 60.607 31.287
11 C CH, 24.592 31.590
12 C CH, 16.972 33.500
13 C CH, 14.189 22.593
14 [ CH, 13.65 23.193

Tabla V-7 Datos del experimento DEPT con desplazamientos quimicos e intensidades relativas.
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Figura 5-16. Espectros del experimento DEPT una vez que ha sido editado.
De los resultados se pueden hacer algunas aseveraciones.
* La asignacion inequivoca de los carbonos se presenta a continuacion.

Desplazamiento | - Datos del” | Datosdel |
_ - Quimico: = APT = "DEPYT -
; 13.65 CH; 6 C CH;
2 14.189 CH; 6 CH CH;
3 16.972 CH; 6 CH CH;
4 24,592 CH; 6 CH CH;
5 60.607 CH3 6 CH CH
6 60.755 - CH:6C—| = CHs =




75

7 61.375
8 61.424
9 61.742
10 03.425
11 125.227
12 126.319
13 127.878
14 127951
-35- - | - -128.068.
16 128.476
17 137.247
18 140.248
19 167.130
20 167.610 — GHE o
Tabla V-8 Correlaciones del experimento de *C, APT y DEPT parala as:gnauén mequivoca del
espectro de B,

*» FEi namero de carbonos que se detectan en los experimentos anteriores BC, APTy
DEPT no concuerda con el nimero de carbonos esperados de acuerdo a la siguiente

tabla.

“Graps Fancional | Ur
_ _CH3 i
CH,
CH 6 12 8
C cuaternarios 3 6 6

Tabla V-9 Correlacién del nimero de seiiales esperadas y las obtenidas en el experimento de Bc.

» La tabla anterior muestra una diferencia en el nimero de metinos aromaticos, lo que
confirma que hay una superposicion de sefiales en la zona aromdtica.

5.1.3.7. Espectro HOMO2DJ (homonuclear bidimensional resuelta en J)
El espectro de este experimento bidimensional se muestra a continuacion.
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Figura 5-17. Espectro homonuclear bidimensional con a constante de acoplamiento resuelta.
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Los resultados tabulados se presentan en la s;&uente tabla.

- Desphzammrto 1 Multiplicidad en . Constante de
3 ] quimiico (&)1 ;fi. HOMO2DJ - Zacopiamiento
1H HOMO2DJ
a 0.85 Triplete 7.2 7
b 1.3 triplete 7.2 7
c 1.71 singulete - -
i d 1.75 T -singulete - - - - -
e 3.42 singulete - -
f 3.62 singulete - -
g 3.89 doble cuadrupleteado| 7.2 y 11 | Confuso
h 4.3 doble cuadrupleteado | 7.2 y10.5 | Confuso
i 7.3 multiplete Confuso | Confuso

Tabla V-10 Resultados del andlisis del espectro homonuclear con la constante de acoplamiento
resuelta asi como algunas constantes de acoplamiento.

Al analizar los resultados de este experimento encontramos varios puntos interesantes.

a) Las constantes de acoplamiento de a y b determinadas, se compararon con las de
proton unidimensional; resultd mas precisa la asignacion via espectro 1D.

b) Las sefiales de 1.71 y 1.75 ppm si corresponden a dos singuletes y no a un
doblete como se pudo haber pensado.

¢) La multiplicidad de las sefiales g y 4 no se puede determinar con facilidad pero el
espectro 1D permitio determinar las constantes de acoplamiento.

d) La seflal de 7.3 ppm muestra gran complejidad en la determinacion de sus
constantes de acoplamiento. No es un sistema de primer orden.

5.1.3.8. Espectro Bidimensional de Correlacién Homonuclear COSY (Correlated
Spectroscopy)

En este experimento, las correlaciones encontradas fueron las del acoplamiento
de a (0.85ppm) con g (3.89ppm) y de b (1.3ppm) con & (4.3ppm).

__LLH e

{ppm)]
1.0

-

. Figura 5-18. Espectro COSY de

3 . correlacion homonuclear de la

4.0 - . mezcla de isémeros del 3-metil-3-
1 e fenil-glicidato de etilo.
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Las correlaciones mas intensas son aquellas a 3 enlaces de distancia como las presentadas
anteriormente.
1N—"
2
Figura 5-19. Correlaciones homonucleares a 3 enlaces de distancia.

5.1.3.9. Espectro Bidimensional de Correlacién Heteronuclear (HETCOR,
Heteronuclear Correlation) de deteccion directa y de deteccién inversa (HMQC,
Heteronuclear Multiple Quantum Coherence).

El espectro de ambos experimentos da informacién muy similar, de ahi que se
presenten los resultados de ambos experimentos juntos. El espectro HETCOR se muestran
a continuacion.
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Figura 5-20. Espectro bidimensional HETCOR de 1a mezcla del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo.

Los resultados de este experimento se muestran a continuacion.

Protén Desplazamiento | Carboeno Desplazamiento Datos de
_ quimico (5) Protén | quimice Carbono DEPT
a 0.85 1 13.65 CH;
b 1.3 2 14.189 CH;
C 1.71 4 24.592 CH;
d 1.75 3 16.972 CH;
e 3.42 8 61.424 CH
f 3.62 5 60.607 CH
g 3.89 6 60.755 CH,
h 43 7 61.375 CH,

i 7.3 11-16 125.227-128.476 CH

9 61.742 C
10 63.425 C
17 137.247 C
18 140,248 C
19 167.130 C
20 167.610 C

Tabla V-11 Tabla de correlaciones entre el espectro '"H y >C dentro del experimento HETCOR.
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De las zonas mas confusas de asignar fueron las correspondientes a 60-63 ppm y la zona
de los metinos aromaticos. El espectro HMQC ampliado de cada zona se presenta a
continuacion.

#
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. e e e Figura 5-22. Ampliacin del espectro
63 62 61 60 HMQC en la zona de metinos aromidticos de
Figura 5-21. Ampliacién del Ia mezcia del 3-metil-3-fenil glicidatos de
espectro HMQC en la zona etilo.

de 60 a 62 ppm de la mezcla
de 3-metil-3fenil glicidatos de
etilo.

Se puede ver que en la zona de los protones aromdticos, la asignacion
inequivoca se ve limitada. Es por ello que a pesar de utilizar un experimento de
correlacion inversa, la resolucién no se alcanzé a maximizar para poder asignar cada uno
de los metinos.

5.1.3.10. Experimento de Efecto Nuclear Overhauser unidimensional (Cyclenoe).
En este experimento los resultados fueron muy interesantes.
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Figura 5-23. Espectro cyclenoe de 1a mezcla de 3-metil-3-fenil glicidatos de etilo.
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a) En el primer experimento se irradi6 la sefial en 1.71 ppm en el espectro de 'H 1D.
El resultado de esa irradiacion di6 un efecto nuclear Overhauser positivo en la
sefial en 3.62 ppm. Con esto, la sefial del metilo a mis alto campo esta cercano en
el espacio del metino a mas bajo campo. De estos datos, se puede pensar en una
conformacién Z 6 cis como se muestra a continuacion.

ko
\_/

Figura 5-24. Isémero Z. de
la mezcla de glicidatos de
etilo.

Figura 5-25. Conformaciones espaciates del Z-3-metil-3-fenil glicidato de etile. Interacciones minimizadas.

Este experimento permite hacer conjeturas sobre la estereoquimica, ya que se
puede establecer que el hidrogeno del metino esta cerca en el espacio de los hidrégenos
del metilo en 1.71ppm. La razén por la que el metilo se encuentra a alto campo se debe a
la proteccion anisotropica que el anillo aromatico ejerce sobre el singulete del metilo
misma que no presenta el metino, por lo que estd desplazado a mas bajo campo.
Asimismo, el anillo aromatico presenté un efecto nuclear positivo, es decir que se
encuentran espacialmente cercanos el metilo base del epéxido y el anillo aromatico.

b) En el segundo experimento se irradio la sefial en 1.75 ppm, es decir, la sefial del
metilo del éster a mas bajo campo. El Gnico efecto positivo fue del anillo
aromético. Ello sélo puede ocurrir si se trata de la conformacion trans.

Figura 5-26 Isémero E de la mezcla de glicidatos de etilo.

o TS GBI
SME BE LA BIBLIGTECH
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Figura 5-27. Conformaciones espacisles del E-3-metil-3-fenil glicidato de etilo.

5.1.3.11. Experimento de Efecto Nuclear Overhauser bidimensional (NOESY)

En este experimento se pudieron ver correlaciones importantes. Anteriormente
se habia visto una correlacion espacial de la sefial ¢ con /. En este experimento se ve ésa
correlacion asi como la correlacion de e con los protones aromaticos. Es decir, al irradiar
la sefial e se tuvo un incremento en la sefial de los protones aromaticos. Con esto se puede
asegurar que la sefial c y f son del conformero Z mientras que d'y e son del conférmero E.
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Figura 5-28. Espectro bidimensional del experimento nuclear de Overhauser (NOESY) de la
mezcla de 3-metil-3-fenil glicidatos de etilo.




81

5.1.3.12. Experimento HMBC de correlacién heteronuclear de deteccién inversa a 2
y 3 enlaces.

Este experimento ayudd a la asignacion inequivoca de carbono e hidrogeno, ya
que ayudo a correlacionar las 2 partes de la molécula que se tenian por separado, es decir,
el anillo oxiranico ya asignado y el grupo etilo del éster. Aun cuando el espectro muestra
mucho ruido t,, existe una zona muy importante para la correlacion inequivoca, fa region
de los carbonilos. Algunos espectros se presentan a continuacion.
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“gﬂrﬂ 5-29. Espectm HMBC ﬁgum 530 Espectm expansién
de correlacién heteronuclear a HMBC de 1a mezcla de 3-metil-3-
2 y 3 enlaces de distancia del fenil glicidatos de etilo.

3-metil-3-fenil glicidato de
etilo.

En la parte superior del espectro expandido, se encuentran las sefiales de los
carbonilos. Hasta el momento, ninguna de las técnicas anteriores pudo discriminar qué
carbono carbonilico correspondia al Z y que sefial correspondia al E. Sin embargo, al
asignar la sefial Z y E de los metinos base del epdxido, se pudo encontrar la correlacion de
la sefial E del metino (a més alto campo) con alguno de los carbonilos y se vio que el
centro de la sefial correlaciona con el carbonilo a mas bajo campo. Anilogamente la sefial
del metino Z correlaciona con el carbonilo a mas alto campo. Asi, con los carbonilos ya
identificados, la correlacién que siguid fue de estos mismos carbonilos con las sefiales de
los metilenos del éster. De ahi se pudo concluir que la seftal de los metilenos a mas alto
campo corresponde al isémero Z, y el metileno a mas bajo campo corresponde al isomero
E. A pesar del intenso ruido t; se pudieron obtener las correlaciones que corresponden a
los carbonos cuaternarios. Los cuaternarios a mas alto campo (61.742 y 63.425 ppm)
mostraron correlaciones con los singuletes de metilos a 1.75 y 1.71ppm respectivamente.
Asimismo se vi6 que de los cuaternarios a mas bajo campo (137.247 y 140.248 ppm)
correlacionaron con los singuletes de metilos a 1.71 y 1.75 ppm respectivamente.

Sin embargo, las sefiales que no pudieron ser asignadas completamente son las
de los metinos aromaticos. Como las sefiales de ambos isémeros se sobreponen y no se
logra una buena resolucion, es muy dificil poder asignar estos metinos sin ambigiiedad. Un
resumen de los resultados obtenidos se muestra a continuacion.
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Protén = | Desplazamiento | Carhouo | Desplezamienio | Datos de | Isémero
- - - | quimico (§) Protén - imico Carbono | DEFT
a 0.85 1 13.65 CH, Z
b 1.3 2 14.189 CH, E
c 1.71 4 24.592 CH, Z
d 1.75 3 16.972 CH, E
€ 342 8 61.424 CH E
f 3.62 5 60.607 CH Z
g 3.89 6 | 60755 ~__CH; Z
h 4.3 7 61.375 CH; E
i 73 11-16 125.227-128.476 CH ?
9 61.742 C E
10 63.425 C Z
17 137.247 C Z
18 140.248 C E
19 167.130 C Z
20 167.610 C E

Tabla V-12 Tabla de correlaciones y asignaciones finales entre el espectro 'H y el de C con toda la
informacién colectada por los espectros uni y bidimensionales.

Presentando los resultados obtenidos de todos los experimentos realizados de
una manera esquematica se tiene la siguiente figura.

5 (60.607 ppm) o g(3.89 ppm)
10 (63.425 ppm) @ voR “\:(60.755 ppm)
A, .
17 (137.247 ppm) . ls ! 19 N 2 (085 ppm)

19(167.130 ppm
( ) HyC H 1 (13.65 ppm)
¢ (1.7t ppm) £(3.62 ppm)
4(24.592 ppm)

(Z)- 3-metil-3-fenil glicidato de etilo

8(61.424 ppm)
9(61.742 ppm) 1
i8 (140.248 ppm) p

b{1.3 ppm)
20 (167.610 ppm) 3 2(14.189 ppm)
d(1.75 ppm) h (4.3 ppm)

3(16.972 ppm) o 7 (61.375 ppm)

(E)- 3-metil-3-fenil glicidato de etilo
Figura 5-31.Asignacion inequivoca de las seiiales de 'H y “C.
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5.2. 3-metil-3-fenil glicidato de bencilo
5.2.1) Resonancia Magnética Nuclear de la sal de sodio.

5.2.1.1. RMN proténico de la sal de sodio.
El espectro de resonancia se muestra a continuacion.
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Figura 5-32. Espectro de resonancia en 300 MHz de la mezcla del 3-metil-3-fenil glicidatos de
sodio.

Como se puede ver, solo se tienen las sefiales del metilo (singulete) y del metino
base del epoxido (singulete). En este caso la relacion entre las sefiales no se ve que sea
1:1, al contrario, la sefial a mas alto campo 1.543 ppm tiene una mayor area bajo la curva
que la de 1.567 ppm. Anéalogamente la sefial en 3.454ppm y la de 3.584ppm muestran el
mismo fenGmeno.

Esto lleva a pensar en que uno de los isomeros esta en mayor proporcion. Las
sefiales del metilo de 1.543 ppm y el metino a 3.454 ppm son seiiales de uno de los
isdmeros presentes, y las otras sefiales a 1.567ppm y 3.584 ppm son del otro isdmero.

En la recristalizacion se obtuvieron cristales en el papel filtro asi como en las
aguas madres. El espectro de los cristales en el papel filtro se muestra a continuacion.
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Figura 5-33. Espectro de resonancia en 300 MHz de la sal de sodio en el papel filtro.
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Este espectro mostrd datos muy interesantes. Uno de los isémeros se obtuvo en
¢l papel filtro mientras que en las aguas madres se obtuvo el otro de manera enriquecida.

Asimismo, existe un pequefio remanente del otro isomero, lo que nos ayuda a
asegurar que la sefial del metilo a mas alto campo y la del metino a mas alto campo son
sefiales del mismo isomero.

5.2.1.1, Espectro Cyclenoe (NOE unidimensional) de la sal de sodio,

En el experimento NOE 1D se pudo confirmar que €l isomero que se tuvo en el
papel filtro es el E, pues el unico efecto positivo lo presentaron los metinos aromaticos.

17—-
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Figura 5-34. Espectro de resonancia Figura 5-35. Espectro de resonancia
cyclenoe de la sal de sodio cruda cyclenoe de la sal de sodio con
con conformacién E presente en el conformacién Z presente en las aguas
papel filtro. madres.

Con esto se puede ver que la sal menos soluble es la E que se retuvo en el papel
filtro mientras que la Z se obtuvo en las aguas madres.

5.2.2 Resonancia magnética nuclear del 3-metil-3-fenil-glicidato de bencilo.

5.2.2.1. Espectros de hidrdgeno unidimensional de la mezcla del 3-metil-3-fenil-
glicidato de bencilo (500 MHZ)

_Desplazamiento | “Multiplicidad | Infegracién | Asignacion
a 1.711 singulete 3 CH;
b 1.733 singulete 3 CH;
c 3.483 singulete 1 CH
d 3.705 singulete 1 CH
e 4.47 singulete 2 CH,
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f 4.84y4.91 dos dobletes 2 CH;_
g 522y528 dos dobletes 2 CH;
h 7.00 multipletes 2 2CH
i 7.22-7.39 multipletes aprox 15 CH

Tabla V-13. Desplazamientos quimicos del 3-metil-3-fenil glicidato de bencilo.

a) Las 2 sefiales @ y b presentes a alto campo (1.711 y 1.733ppm) podrian
confundirse con un doblete, sin embargo, corresponden a los metilos unidos a la-
base del epoxido.

b) Las sefiales a 3.48 y 3.705 ppm son las sefiales de los metinos de la base del
epoxido.

c) La sefial en 4.47 ppm es un singulete que integra para 2 hidrogenos y se trata de
el exceso de bromuro de bencilo presente en la mezcla de reaccion.

d) Las sefiales en 4.88 y 5.26 ppm son las sefiales que originan los hidrégenos
metilénicos diasterotépicos. Nuevamente se ve que al tener una mayor dispersion
de campo es posible observar las inequivalencias magnéticas que presentan estos
hidrogenos. De ahi que se distingan claramente dos dobletes para cada una de las
sefiales en donde los desplazamientos quimicos para ambos dobletes son
ligeramente diferentes.

e) La sefial en 7.00 ppm integra para 2 hidrogenos y como se encuentra en la zona
de metinos aromaticos es muy posible que se trate de metinos protegidos con
respecto a los demis. En la sefial 1 en 7.22-7.39 se tienen sefiales para 5
diferentes anillos aromaticos;, 2 por cada isomero y uno mas del bromuro de
bencilo.

5.2.2.2. Espectro unidimensional de BC.
Los resultados se presentan a continuacion.

[ Nl

- - - e - - - -

Figura 5-36. Espectro de resonancia de “C de la mezcla de 3-fenil-3metil glicidatos de bencilo.

__Desplazamiento Quimico -
1 16.936
2 24.608
3 33.545
4 60.681
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5 61.437

6 63.746

7 66.73

8 67.17

9 125.182

10 126.255

11 127.927

12 128.029-128.974
. 1 13 - ) 134.920- - —-

14 135.110

15 136.945

16 137.727

17 140.017

18 166.916

19 167.446

Tabla V-14. Resultados obtenidos en el espectro de resonancia unidimensional del BC a 75 MHz del
3-metil-3-fenil-glicidato de bencilo.

De este experimento podemos destacar algunos aspectos.
a) Se obtuvieron solamente 19 sefiales de carbono, lo que indica que hay sefiales
sobrepuestas, las cuales, principalmente se dan en la region aromatica.
b) Hay 2 carbonilos presentes a bajo campo (166.91 y 167.446 ppm)

5,2.2.3. Espectro Bidimensional de Correlacion Homonuclear COSY (Correlated
Spectroscopy) a largo alcance.

En este experimento, las correlaciones encontradas fueron a largo alcance ya
que se ven las correlaciones que presentan los singuletes entre si.

a) Se alcanza a ver la interaccion de a (1.711ppm) y 4 (3.705ppm) asi como la
interaccidon de & (1.733ppm) y ¢ (3.483ppm).

b) También se ve la interaccion de e (4.47 ppm) que es el metileno del bromuro de
bencilo con la sefial que se encuentra en la sefial J (7.22-7.39ppm).

¢) La sefial de correlacion de los H's diasterotopicos f(4.84 y 4.91ppm) y la de Jos
H's de la sefial g (5.22-5.28ppm) se ve pequeiia pero se nota claramente.

d) Finalmente una sefial que llama la atencion es la que se tiene entre la sefial /2
(7.00ppm) y £(4.84 y 4.91ppm). Esta sefial corresponde a uno de los isémeros el
E o el Z el que tiene metinos a alto campo y que es diferente al otro de los
isbmeros. Mas adelante se elucidara la estereoquimica final.
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o - Figura 5-37. Espectro COSY-de

7 correlacién homonuclear de 1a mezcla
de isémeros del 3-metil-3-fenil glicidato
de bencilo.

\f N

5.2.2.4. Espectro Bidimensional de Correlacion Heteronuclear de deteccion inversa
(HSQC) de coherencia cudntica simple.
Los resultados de este experimento se muestran a contmuacmn
N‘omenehmm hed Dgspiammm . o ¥ .
"1 quimico (5) Protén

a 1,711
b 1.733
c 3.483
d 3.705
e 4.47
£ 4.84y49]
g 522y5.28 .
h 7.00 17 128.464
I 7.22-7.39 11-16 125.182
9 126.255
10 127.927
17 128.029-128.974
18 134.920
19 135.110
136.945
137.727
140.017
166.916
167.446

Tabla V-15. Tabla de correlaciones entre el espectro 'H y el de B¢ dentro del experimento HSQC.
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5.2.2.5. Experimento de efecto nuclear de Overhauser bidimensional (NOESY).

En este experimento los resultados ayudaron a tener la conformacion de los
isomeros de la mezcla.

a) Existe la correlacion entre la sefial @ (1.711ppm) y la sefial 4 (3.705ppm) en el
ambito espacial. Esta correlacion ya se habia contemplado en el espectro COSY a
largo alcance sin embargo, se corrobora con este experimento que la sefial a y la
d corresponden al isémero Z del 3-metil-3-fenil glicidato de bencilo.

o]
-.AJ‘L
HyC H
Figura 5-38. Isémero Z de la mezcla de 3-metil-3-fenil-glicidatos de bencilo.

b) No existi6 ninguna correlacién de otro tipo en este experimento, por lo que las
sefiales b y ¢ pertenecen al isomero E del 3-metil-3-fenil glicidato de bencilo.

Figura 5-39. Isémero E de 1a mezcla de 3-metil-3-fenil-glicidatos de bencilo.

5.2,2.6. Banda 4 y 5 de la cromatografia en capa fina, comparada con la mezcla de
los isomeros del 3-metil-3-fenil-glicidato de bencilo.

Una serie de experimentos uni y bidimensionales se utilizaron para la asignacion
inequivoca de las bandas 4 y 5 previamente separados en cromatografia en capa fina
preparativa. Los resultados se muestran a continuacion en una tabla.

Nomenclatora Banda 4 BandasS | 2 Mezcla
a 1.7468 1.7379 1.7524 | 1.7435
b 3.5046 3.7256 3.5097 | 3.7309
c 5.3254 49517 49578 | 5.3312
' 5.2849 49109 49173 | 5.2907
5.2584 48781 4.8840 | 5.2647
52179 48373 4.8437 | 5.2241
d 7.3989-7.3507 | 7.0343-7.0026 7.00-7.39
IsémeroE | IsémeroZ -

Tabla V-16 Tabla de correlaciones finales de 1a banda 4 y 5 de los glicidatos de bencilo.

5.2.2.7 Banda 4 de la cromatografia en capa fina.

Dentro de los experimentos que se llevaron a cabo se utilizo el HSQC acoplado.
Este experimento resulté muy util ya que se muestra un acoplamiento grande debido a la
interaccion C-"H y una pequefia que se debe a las interacciones 'H-'H. Ademas, el
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experimento HMBC fue fundamental para la asignacion final. Los resultados se muestran a

continuacion.
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16.971 1.748 140.23, 61.506 y 62.07
61.506 3.5 167.73 y 62.07
67.240 524vy5.30 ‘ 167.77 y 135.22
125226 7.358 doblete 7.303
128.143 7.303 triplete 7358y 7.346
128.507 7.346 triplete 7.358
128.532 71392 doblete 738
128.608 7.350 triplete 7392y 738
128.659 7.380 triplete 7.392y 733
135.122 - 7.39
140.046 - 7.359
167.516 -

Tabla V-17. Resultados obtenidos en diferentes experimentos 1D y 2D para el E-3-metil-3-fenil

glicidato de bencilo.
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(1.38)
(1352)
o 158 532 128.659
‘6'9"(‘} 167.516 : 0.35)
(138 H 128.608
125226 3 e, g (0) 135.22
(7.303) 61.506
128143 H 65
) 0.392) (139)
128.532 128.659
(7.346)
128.507
r e
128143
O Desplazamientos quimicos de protén

Numero Desplazamientos quimicos de carbono 13

Figura 5-41. Asignacién completa de los protones y carbonos presentes en el isémero E.
Representacion tridimensional de los isomeros Ey Z

Figura 5-42. Representacién Figura 543, Variante de la

tridimensional del E-3-metil-3- representacifn tridimensional del

fenil glicidato de bencilo. E-3-metil-3-fenil glicidato de

Interacciones estéricas bencilo. Las interacciones

minimizadas con Chem3D. estéricas fueron minimizadas con
Chem3D.

5.2.2.7 Banda 5 de 1a cromatografia en capa fina.

Nuevamente se llevaron a cabo una serie de experimentos uni y bidimensionales,
sin embargo, en este caso no se llevo a cabo el experimento HSQC acoplado, de ahi que la
elucidacion completa no se pudo llevar a cabo. El experimento HSQC normal no logré
diferenciar a los protones que estaban presentes en la zona de 7.25 ppm. Los resuitados
obtenidos de los diferentes experimentos se muestran a continuacion.
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Desplazamientos en “C | Desplazamientos e 'H en
= i = | = experimento ¢cHSQC = = —
24.686 1.75 137.19, 63.854 y 60.81
60.737 372 166.99 y 63.854
66.9 4.86y4.94 167.29, 135.04 y 128.602
126.285 7.353 (7.25) 134.94, 128.47 y
) 1 ’ 126.37
127.977 7.25 (7.26) 136.97, 128.47, 128.02
12744y 126.37
128.081 7.25 (7.28) 136.97, 128.02y
126.37
128.271 7.25 (7.30) 128.06
128.368 7.25 (7.31) 128.06
128.427 7.04 66.89
134.927 -
136,963 -
166.999 -

Tabla V-18. Resultados de los experimentos 1D y 2D del Z-3-metil-3-fenil glicidato de etilo.

Con base en lo anterior se muestran los desplazamientos quimicos de este
isomero en forma gréfica.

.7 Ik )]
24,686 60.737
134927
(4.36 y 4.94)
669
§) Desplazamientos quimicos de protén

Numero Desplazamientos quimicos de carbono 13
Los demads protones no fue posible asignarlos.

Figura 5-44. Asignacién de protones y carbonos del Z-3-metil-3-fenil glicidato de bencilo,




Figura 5-45. Representacién Figura 5-46. Otra vista de la
tridimensional del Z-3-metil-3-fenil representacion tridimensional del Z-3-
glicidato de bencilo. Las interacciones metil-3-fenil glicidato de bencilo. Las
estéricas se minimizaron. interacciones estéricas se¢ minimizaron

En este caso se ve la clara proteccion anisotropica que da uno de los anillos
arométicos sobre el otro de los anillos. Esto puede justificar la presencia de un par de
hidrogenos aromaticos que se encuentran a alto campo, es decir, que estan protegidos
anisotropicamente.

También se puede ver que a pesar de que en resonancia de C se diferencian 6
tipos de carbonos aromaticos, en el experimento HSQC, cuya resolucion es mejor que el
HMQC, no logré resolver satisfactoriamente a los 6 hidrogenos que se encuentran a 7.25
ppm. Esto tiene que ver con la naturaleza misma del experimento, ya que al ser un
experimento de deteccion inversa, la mejor resolucién se encuentra en el canal de los
protones, no asi en el caso de un experimento de deteccion directa, cuya maxima
resolucién se encuentra en ’C.

Hubiera sido conveniente el uso de un experimento de deteccion directa o bien,
el uso de un espectrometro con una mayor dispersion de campo.

Algunas Observaciones sobre los resultados obtenidos en este capitulo.

Espectroscopia de Infrarrojo

A pesar de que es una técnica que logra ver diferencias tan sutiles como la
presencia de isomeros, en este caso, debido a que no se tuvo una separacion previa, la
espectroscopia de infrarrojo no dio mayor informacién que la presencia de los diferentes
grupos funcionales, asi como la posibilidad de tener diferentes conformaciones con
momentos dipolares particulares.
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Espectrometria de Masas.

Dentro de los resultados de espectrometria de masas hay varios factores que

podrian ser considerados con mayor detalle.

Llaman la atencién los rearreglos intramoleculares productos de la migracion del
grupo etoxilo al carbono 2 (considerando la apertura del oxirano). Dichos rearreglos
fueron propuestos anteriormente*! en donde se utilizaron técnicas tipo DADI. Sin
embargo, en la actualidad se pueden llevar a cabo otro tipo de andlisis para la
propuesta de la ruta de fragmentacion. Algunas alternativas serian el analisis por
desenfocamiento metaestable, y “tinked-scan”.

Otro experimento que se podria llevar a cabo, seria la ionizacioén a un menor voltaje a
fin de analizar si los isémeros presentan diferencias en la ionizacion con esas
variaciones.

Resonancia Magnética Nuclear

Uno de los aspectos importantes de esta técnica fue la versatilidad que presenta.

El aumento en la dispersién de campo de 60 a 300 y 500 MHz, dio un cambio radical
en la apariencia del espectro unidimensional.

A una mayor dispersién de campo se logro evidenciar la inequivalencia magnética de -
los metilenos tanto del derivado de etilo como de bencilo.

Asimismo se tuvo una seftal compleja para los hidrogenos aromaticos, en donde se
tenia la sobreposicion de 2 anillos arométicos de los isdmeros en el derivado de etilo,
asi como de 2 tipos de anillos diferentes para cada isémero en el derivado de bencilo.
El uso de la resonancia de >C mostré la sobreposicion de sefiales presentes en la zona
de los metinos aromaticos y en la zona de 60 ppm en el espectro del derivado de etilo.
Esta sobreposicion de las seftales fue un factor importante en la elucidacion estructural
completa.

A pesar de haberse llevado a cabo el experimento bidimensional resuelto en J, la
determinacion de la constante de acoplamiento via el espectro unidimensional resulté
més util.

El espectro COSY resulté util solo en el caso def derivado de etilo.

En la cuestion de los experimentos de correlacion heteronuclear se pudo apreciar la
deficiencia de resolucion. En un equipo de 400 Mhz, el experimento HETCOR de
correlacién directa no tuvo la suficiente resolucion para la asignacion de los metinos
aromaticos. En este caso hubiera sido recomendable el uso de un equipo de mayor
dispersion de campo.

En un equipo de 500 Mhz el experimento heteronuclear de deteccion inversa (HMQC)
no logré la resolucién deseada en la region de los protones y de los carbonos
aromaticos.

La utilizacion de HSQC en un equipo de 500 Mhz increment6 la resolucién pero fue
necesario el uso del HSQC acoplado para poder llevar a cabo la asignacion completa
de la zona aromatica.

N ghim.Geterotsikl. Soedin., 10; 1310, (1986), (Russ).
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e El experimento de Efecto Nuclear Overhauser tanto uni como bidimensional resultaron
fundamentales en la asignacion de la estereoquimica del oxirano.

e Con el experimento HMBC se logré unir ambas partes de la estructura, el anillo
oxiranico y el sustituyente del éster.

e Los resultados fueron congruentes con los resultados esperados, en donde el grupo
etilo del isdmero Z se encuentra a mas alto campo debido a la proteccion anisotrépica
que da el anillo aroméatico. Este mismo isdmero tendra el metino base del epéxido a
menor campo que con respecto al isomero E.

e En el caso de la sal de sodio, el anillo aromatico no presenta efectos de proteccion
amsotroplca lo que provoca que el metino y el metilo a mas alto campo pertenezcan al
isébmero Z mientras que los isomeros a mas bajo campo pertenecen al isomero E.

Las propiedades organolépticas se pierden al hacer el derivado bencilado.
El isbmero que tiene las propiedades organolépticas de olor y sabor a fresa es el (+)-
(2R,3R)-3-metil-3-fenilglicidato de etilo (72691-66-8)*.

“2 Lebensmittelchem. Gerichtl. Chem., 39(2): 38, (1985) (Ger).
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Conclusiones

A pesar de que se utilizaron la espectroscopia de infrarrojo y la espectrometria de
masas fue a través de la resonancia magnética nuclear como se logrd reconocer a
las especies diasteroméricas presentes en la mezcla de estudio.

La cromatografia de gases, a falta de estindares, no fue capaz de distinguir al
isoniierc Z del E, sin embargo si fue posible hacer notar que se trataba de una
mezcla y de la naturaleza de cada uno de los picos cromatograficos obtenidos. Es
posible hacer conjeturas sobre el isomero mas retenido en funcion de la
estereoquimica pero estas consideraciones no tienen la solidez de las observaciones
por RMN.

Se utilizaron sondas de deteccion directa y de deteccion inversa con el fin de
analizar las diferencias asi como ventajas y desventajas de su utilizacion en la
elucidacion estructural. Se vio que a pesar de que la deteccion inversa es una
alternativa muy eficaz para el estudio de productos naturales, etc. no logré dar una
buena resolucién aiin en 500 MHz para poder llevar a cabo una asignacion
inequivoca en una zona espectral de alta sobreposicion de sefiales. El experimento
de deteccion directa en 500 MHz podria ser una buena opcion de analisis.

Las ventajas que presenta el experimento HSQC sobre el HMQC e¢s su mejor
resolucion. Quiza su desventaja sea el uso de un gran nimero de pulsos dentro de
su secuencia comparados con s6lo 4 pulsos en el experimento HMQC.

Para la asignacion completa se recurrieron.a diferentes tipos de experimentos
bidimensionales como el DQCOSY y el c¢cHSQC que no son utilizados
normalmente sino cuando se necesitan espectros de muy alta resolucion.

Los experimentos de efecto nuclear de Overhauser dieron pie a la elucidacion de la
estereoquimica del anillo oxiranico y con el HMBC se logré determinar la unién al
anillo oxiranico del sustituyente éster.

La presencia de los anillos aromiticos generan protecciones anisotropicas
importantes, mismas que se corroboraron con modelos meleculares en donde se
minimizo la energia y a interacciones estéricas con célculos semiempiricos. En el
derivado de etilo, las seiiales acopladas del metilo y metileno a mas alto campo
tienen una proteccion anisotropica por parte del anillo aromatico; en cambio, el
metino base del epoxido, recibe una desproteccion notable. Estos resultados
concordaron con los datos del NOESY y mostraron que ¢ste isomero corresponde
al isdbmero Z. En el caso del derivado bencilado la proteccion anisotrépica por
parte del derivado Z mostro un rasgo diferente. En este caso, la proteccion que
generé el anillo aromético unido al oxirano se dio particularmente sobre 2 metinos
del anillo aromatico del éster. Esto se corrobord con los modelos y con
minimizaciones semiempiricas.

La obtencién de los derivados del 3-metil-3-fenil glicidato de etilo se obtuvieron en
una forma muy rapida (10 min. para la obtencion de la sal y 1 min. de reaccién de




1a sal con el bromuro de bencilo) y de forma muy limpia (sin subproductos en gran
concentracion).

El derivado de bencilo no posee olor alguno.

El 3-metil-3-fenil glicidato de etilo se vende comercialmente como la mezcia de
isomeros E y Z y posee un caracteristico olor y sabor a fresa que lo hacen un
compuesto muy utilizado dentro de diferentes areas. No se conocen efectos
adversos de los demas isdmeros, lo que explica su uso comercial como mezcla
diasteromérica. Probablemente a esto se deba también el hecho de que no se-hayan
desarrollado métodos sintéticos estereoselectivos con un costo apropiado para la
obtencion de un solo diasteroisdbmero.

Su utilizacién en reposteria, bebidas alcoholicas, confiteria, jarabes, dulces, etc.
estd regulada por la FEMA (Flavour and Extract Manufacturers Association), La
IOFI (International Organization of Flavour Industry), el Cédigo (Food Chemical
Codex) y el Consejo Europeo.

Asimismo se le ha utilizado como agente encapsulante de gomas de mascar y en la
industria de polimeros como agente aromatizante de espumas de poliuretanos

El isémero de més alto punto de ebullicion es ¢l E mientras que el isomero de mas
bajo punto de ebullicion es el Z. El isomero que posee las propiedades
organolépticas es el (+)-(2R,3R)-3-metil-3-fenil glicidato de etilo (conformacion
E).

El uso combinado de técnicas analiticas para abordar problemas quimicos que
tienen implicaciones multiples a campos como la sintesis orgénica, sintesis
asimétrica, el uso regulado de sabores y aromas en la industria, la composicion y
estructura molecular y otras, nos muestra que la RMN modema es, para el campo
cientifico, de la mayor importancia para un quimico.

Auln las mis modernas aplicaciones de la RMN requieren de un uso estratégico
adecuado para obtener de ellas su mejor rendimiento la aplicacion de los nuevos
métodos de RMN permite distinguir dos amplias vertientes:

1. La aplicacion sistematica de la RMN en la obtencion de datos de uso simple y
que demandan del usuario, un conocimiento elemental de la RMN. Con ello es
posible proporcionar una base amplia de informacién sobre la estructura
molecular de sustancias puras o de mezclas, lo que significa un gran apoyo
para el quimico no familiarizado con la RMN.

2. El uso de la RMN como un cuerpo de conocimientos teoricos y
experimentales, que permiten hacer aplicaciones y disefios metodolégicos para
el abordaje de problemas especiales que puedan llegar a ser retos cientificos.
Esto demanda def usuaric un conocimiento mas profundo y vinculado con
campos tedricos como la fisicoquimica, la quimica teorica, la modelacion
computacional, la quimica organica, etc. Por esta razén la RMN modema es
per se, un campo de investigacién analitica de gran relevancia para el
desarrollo de la quimica y no se concibe ya un avance de ella separada de su
uso adecuado.
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