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RESUMEN

Se estudio la estructura de los compuestos terpenicos de
origen natural MMicanocriptina (I), acido Grandiflorenico
(II) y acetato de Taraxasterol (III) empleando metodos uni-
y bidimensionales de rmn y se logro asignar totalmente sus
espectros de 13C e 1H. Las secuencias de pulsos utilizadas
incluyen "Inversion Recovery"” (empleada en I), DEPT (I, II ¥
ITI), COB8Y (I ¥y 1II), HETCOR (I y 1II), SFORD (III) e
INADEQUATE (III) ¥ en el caso de (II) y (III) se comparo la
estructura en disolucion obtenida de las constantes de
acoplamiento con la obtenida por difraccion de rayos X.

Para la asignacion total del espectro de 13C de (II) se
disefio una secuencia de correlacion heteronuclear indirecta
usando como base una secuencia propuesta originalmente por
R. Richarz et. al.

El experimento bidimensional "INADEQUATE" en combinacion con
DEPT, prermitio corregir la asignacion de diez de treinta
sefiales de 13C de (III), asignadas originalmente mediante
SFORD, por lo que se sudiere el reemplazo de este ultimo. Se
discuten las ventajas de utilizar las nuevas tecnicas de la
rmn en el estudio de la estructur . organieca.

ABSTRACT

The structure of the diterpenic compounds from natural
origin Mikanokryptin (I), Grandiflorenic acid (II) and
Taraxasterol (III) was studied using one- and
two-dimensional nmr methods and their 13C and 1H spectra
were fully assigned. Pulse sequences used include Inversion
Recovery (with I), DEPT (I, II and III), COSY (I and II),
HETCOR (I and II), SFORD (III) and INADEQUATE (III).

For the total assignment of +the 13Cnmr spectrum of (II), a
indirect HETCOR experiment was designed based upon a
sequence originally proposed by R. Richarz et. al.

The 2D-INADEQUATE 13C-13C connectivity experiment in
combination with DEPT, allowed the correction of ten out of
30 gignals in the 13Cnmr spectrum of (III) previously
assigned with SFORD and replacement of +the latter 1is
suggested. The advantages of introducing the new nmr methods
in the study of organic structure is discussed.
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INTRODULCECI ON

La resonancia magnética nuclear (rmn) es sin duda la espectroscopfa que mayor
desarrollo ha alcanzado tanto desde el punto de vista de su aplicabilidad en
diferentes campos de la ciencia como por los importantes avances tecnolfgicos
involucrados en la construccidn de los espectrometros modernos. Desde las
primeras oheervaciones del fendmeno de rmn en 1945 realizadas
independientemente por los grupos encabezados por Edoward Purcell (Harvard) vy
Felix Bloch (8tanmford) hasta la fecha, ambos aspectos del desarrollo de esta
Espectroscnpfa, han experimentado avances paralelps vy puede preverse gue esto
spguird ocurriendo en los prbxzimos aRos,

En la evolucién de la rmn, el paso de los métodos de onda continua a los de
pulses marcd el inicio de una etapa de gran desarrollo. Tambidn, la
disponibilidad de campos magnéticos poderosos (>3 Tesla) ha.contribuido al
avance de la ran con dos importantes mejoras: el aumento de la sensibilidad vy
de la dispersidn espectral. Sin embargo, los espectros de 'H frecuentemente son
complicados como se observa en los tres casos que serin tratados, gque muestran
diferentes grados de sobreposicidn de sefales adn en 9.3 Tesla (400 MHz para
H),

En la rmn de 30 la sobreposicifn de sefales es menps probable gracias a su
mayor ventana espectral, peEro subsiste el problema de asignarlas
inequivoramente. Esto signifira que para llevar a cabo una asignacidn espectral
correcta  no basta «con disponer de campos magnéticos mas intensos,
Simultdneamente se necesita disponer de una metodologia sperimental que
permita ohtener la informacidn espectral con sensibilidad y selectividad,

Con este fin, se han disedado secuencias de pulsos para controlar la forma de
ercitacidn y evolucidn del sistema de espines y obtener informacion espectral
selectiva. Como consecuencia, se han perfeccionade los métodos unidimensicnales
y han aparecido los bidimensionales., El aspecto gue hace atractivos & estos
ltimps es gue permiten obtener simultaneamente un espectro de correlacion de
uno o dos parametros del sistema de espines.

Las dimensiones estan descritas por un sistema de ejes perpendiculares cuyas
pscalas contienen un  parametro espectral igual o distinte (desplazamiento
guimico o acoplamiento). A su vez, las dimensiones pueden contener datos de
especies isotdpicas iguales o diferentes.

Otro aspecto que debe mencionarse es la constante reduccidn del tiempo
necesario para obtener informacidn espectral selectiva., Al determinar las
condiciones optimas para la realizacidn de un gxperimento, puede requerirse de
algunos ensayos para optimizar la adquisitiﬁn automdtica de datos. Estas, una
vez establecidas, reducen sustancialmente el tiempo empleado para las
determinaciones subsecuentes,

En el estudio original spbre la estructura de Micanocriptina se recurrid a la
técnica de difraccidn de rayos-X para corroborar su  estructura quimica,
postulada inicialmente con los datos del espectro de rmn de *H en 270 WHz. Sin
embargo, e pudn demostrar en este {rabajo la posibilidad de llevar a cabo la
elucidacifn estructural completa con técnicas modernas uni- y bidimensionales
de ron.



La técnira de “recuperacifn de l1a inversién® se aplicd en el estudio de la
Micanocriptina para diferenciar las sefales de hidrdgenos con desplazamientos
gquimicos muy similares o idénticos. Esta secuencia unidimensional normalmente
se emplea para determinar el tiempo de relajacidn (Ts) , pero en este trabajo
fue utilizada para ssparar totalmenie sefales de *H con el mismo desplazamiento
guimico. Otros nétodos como este, estapan a la obsolescencia y forman parte del
acopio de los procedimientos de la ran moderna.

Entre los esperimentos unidimensionales que han iniciado su consclidacidn como
un reguisito previo en el estudio de una esiructura orgénica se encuentran APT
{"Attached Proton Test"! vy DEFT ("Distorsionless Enhancement by Folarization
Transfer"), Hediante ellos se puede conecer con rapidez y precisidn el ndmern y
tipo de atomos de cvarbono (O, CH, CHz v CHiz).

En los ewperimentos "clésicos", para hacer este tipo de asignacifén coadnmente
se procede a desacoplar parcialmente los hidrdgenes, reduciendo la constante de
acoplamiento *SC-*H i.e. SFORD ("Single Freguency 0ff-Resonance Decoupling®l).
£l resuliado es un especiro dg *30 cuyo acoplamiento con el *H disminuye, pero
que contiene todavia tpdas las 1ineas del espectro acoplado. Come consecuencia,
cuangp sg aplica sste arocedimiente en una regiodn espectral muy congestionada,
la probabilidad de error es grande. Tal fue el caso del espectro de *30 de
taraxasterol, que contenia diez sedales asignadas incorrectamente mediante la
técnica SFORD y gue fueron corregidas en este pstudio con el uso combinado de
DEFT o INADEBUATE ("Incredible WNatural Abundance DoublE GUAntum Transfer
Experiment™},

La conectividad *®C ~ *H directa f{un enlace) o indirecta (dos o tres enlaces)
en molérulas orginicas se puede conocer vecurriendo a gxperimentos de
correlacifn heteroescalar ("HETCOR", HETeroscalar CORrelated spectroscopy). El
espectro bidimensional de correlecifn directa contiene los desplaramientos
guimicos de '*C e 'H en rada una de las dimensiones y proporciona una forma
spgura de asignacidn de los desplazamienios quimicos de los hidrdgenos gque se
encuentran unidos a cada carbono. HETCOR permite conocer el desplazamiento
quimico de los hidrdgenos que se encuentran a dos y tres enlaces de distancia
de un carbono. Esta secuencia se aplicd en el estudio de Micanocriptina vy del
Aride Grandiflordnico., Para este (ltimp, se disefid una secuencia de correlacidn
novedosa para  observar la conectividad *®C-*H a dos y ires enlaces de
distancia, mediante la transferencia de magnetizacidn acumulada #n  los
hidrdoenos de los grupos metilo a los carbonos corregspondientes,

lLa- secuencia de correlacidn  homonuclear H - H  ("COBY", COrrelated
SpectroscopY¥) fue utilizada en el estudip de la estructura de Micanccriptina y
del acido Grandiflorénico permitiendo la observacifn de conectividades de tipo
gemelo, vecinal vy de larga distancia., C0OSY es un experimento cuyeo nombre en
inglés significa "cémodo, acogedor, cdlido". Su advenimiento ha sido de gran
utilidad por su potencial para conocer &n una sola determinacidﬁ, tpodos los
acoplamientos homonucleares. En la forma "clésica", esta determinacidn regquiere
de desacoplamientos sucesivos en  una frecuencia particular del espectro y la
observacidn de la parte espectral restante. Ellp implica un gran consumo de
tiempo vy puede maniener incertidumbres si la modificacidn especiral resultante
no es clara. Como contraparte, el experimento COSY es eficiente para determinar
simultaneamente y con buena sensibilidad todos los acoplamientos homonucleares.
Sin embargo, cuando existen sefales con desplazamientos gquimicos muy similares,
el espectre COSY pusde tener incertidumbres adn cuando se utilicen campos
magnéticos grandes. Para atenuar este problema, se puede recurrir al cambio de
disolvente para aprovechar efectos anisotrbpicoes V4 modificar los
desplazamientos quimicos de algunos hidrdgenps. Este criterio se aplich en el



estudio del &rido Grandiflordnice al cambiar el disolvente pasando de
cloroformo a benceno.

En la. préctica “tradicional" siempre oque se analiza independientemente 2l
especiro de **C p *H, se hace uso ©g correlaciones sempi~empiricas. Asi, para
predecir 21 desplazamiento del *®C e *H se dispone de parametros de aditividad
de desplazamientos que tienen cierto margen de error. Ademis, su uso requiere
de cierto grado de familiaridad y especializacidén. El uso combinado de DEPT,
HETCOR y COSY, proporciona una herramienta poderosa de anflisis  estructural
quimico, ya gue se reduce la necesidad de poseer informacidn sistemdtica
especializada de rmn y se facilita la postulacidn de una estructura quimica
consistente con los datos especirales.

Dentro de los méiodos modernos de la rmn INADEQUATE tiene un valor inigualable
en 8] procesn de elucidacidn estructural. El experimento ha recibido su nombre
porque en principio, se fundamenta en el aprovechamiento del peor pardmetro en
que, intuitivamente, podria pensarse atendiendo a su sensibilidad i.e. el
acoplapignto directo '®C~*3[ pn abundancia natural. INADEQUATE tiene severas
demandas experimentales {(se requieren 230-300 mg de sustancia y entre 12 y 20 h
de adguisicidn), pero permite reconstruir un esqueleto carbonado mediante un
mapa de conectividad cuya interpretacidn es muy simple.

Sin embargo, se continda incorporando mejoras a este experimento para hacerlo
mas sensible reduciende la cantidad necesaria de muestra y el tiempo de
adquisicidn de datos. A esto se suma la ventaja de que sin excepcifn, los
espectrdmelros modernos de rmp estan controlados por una computadera, lo cual
permite realizar estudios espectroschpicos diversos, programados, para su
ejecucidn automdtica durante la noche.

Finalmente, es impoertante gue una asignaciﬁn egpectral sea inequivoca no solo
en la postulacidn de una estructura quimica correcta -sino tamhién para tener
informacifin precisa sobre regiones wmoleculares invelucradas en diferentes
procesos como: el intercambio quimico, reacciones de sintesis, la biosintesis o
el metabolismo in vivo, equilibrios conformacionales y dindmica molecular, etc.

En la rmn moderna, los quimicos tienen un verdadero arsenal de recursos para el
pstudio estructural v fisicoguimico orgdnico. La adopcidn oportuna de estos
nuevos métodos contribuird al desarrpllo de la guimica orglnica mejorando
nuestra capacidad pars estudiar la estructura ¥ propiedades de moléculas nds
complejas,
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CAPITULD I
l.a Estructurae de la Micanocriptina.

Generalidades sobre Hikania migrantha

Existe en Méswico una variedad de plantas de usp popular medicinal conocidas
como "guaco” gue son enpleadas para el tratamiento de padecimientos cutdneos e
intestinales (1). En particular, existen dos plantas en esta situacidn que
pertenecen a género vy especie diferentes vy. or. Aristolochia taliscana vy
Mikania micrantha HEK, que tienen uso popular como cicatrizantes Y
antidiarreicos (2). Sobre esta base, se llevd a cabp un estudio fitoguimico de

M. micrantha para conocer su relacidn con los metabolitos de A. taliscana

descritos en la literatura y posiblemente comprender 1a razdn de su sinonimia.
En este trabajo se describe el resultado del estudio espectroscopico del
metabplite secundario Micanocriptina obtenido de #. micrantha,

La lactona sesquiterpénica Micanocriptina (I) fue aislada originalmente por
Herz et.al. de una especie de Mikania reconlectada en Panama (3). 8e observd gue
su estructura poseia modificaciones interesantes respecto a las de 1la
micandlida (II) y de la dihidromicandlida (I11) (figura 1.1), tambien obtenidas
de M. micrantha asi como de oiras especies del wmismo género v.gr. .
panamensis. El aislamiento de (I) se hizo de uno de tres lotes de esta planta,
lo cual indujo inicialmente a los investigadores a dudar de la clasificacion
botanica de dicho lote.

La HMicanocriptina obtenida en el presente trabajo fue aislada de los
pspecimnénes conseguidos en una receleccidn unica, Sin smharan  an una  eanugda
orasibn, un afoc después, no fue posible pbtener el compuesto, ain cuando el mes
de recolecta fue el mismo. Este tipo de hallazgo es relativamente comin en
fitoguimica y podria explicar también lo ocurrido a 1los investigadores gque
aislaron por primera vez esta sustancia,

Figura 1.1

Definicidn del Problema Estructural

El trabajo original de asignacidon estructural de la Micanocriptina (1) fue
correcto y apoyado principalmente por el andlisis del espectro de rmn de *Hy
datos de UV e IR, Sin embargo en el espectro de ran de 270 MHz descrito en el

(Yo



trasajo priginal (3J, se ohservaron algunas sobreposiciones que dificultaron la
asignaridn.

Las configuraciones relativas de C-1 y C-10 fueron asignadas sobre la basze de
los acoplamizntos entre Hi v Hiey y la fusidn del anillo lactdnico, sobre la
base de los acoplamientos entre Hy vy He. Las sehales de H, y Hy aparecieron
sobrepuestas en una sefal mdltiple en ca, 3.16 ppm, mostrande une de elles
acoplamiento con el metile vinilico C-14, En el espectro de ran de 270 MWHz, el
metileno de la posicidn 2 se observd como la partz AR de un sistema ABY, siendo
la parte f uno de los dos protones que aparecen en 3.1&6 ppm  (H-1), EI
experimento INDOR } revelo el sistema AR del! metileno en -9, con Jgam = 13
Hz (2.46 v 1.95 ppm), ambos acoplados vecinalmente con H-10 {(2.34 ppm) base del
grupn metilo, y adicionalmente con H-8 (4,466 ppm). De la observacicn de un
modelo Drieding, se considero consistente una estructura con H-1 alfa y el
metilo en C-10 beta; tambidn el acoplamients hossalilice entre H-bar1ea vy H-I
puede ser explicado con este modelo. Finalmente, se obtuve la configuracidn

plecular abspluta mediante el estudio de difraccion de rayos-¥ (4).

i

k]
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-

Considerando 21 procedimiente que se siguid originalmente para proponer la
estructura de la Micanocriptina sobre la base de su espectro de rmn de 'SC y de
'H, se penso adecvado reslizar el estudio de esta sustancia aplicando tetnicas
diferentes de rmn gque permitieran la eliminacidn de ambiguedades derivadas de
la sobreposicidn  de sefales. Se decidid tambidn utilizar. los datos de la
estructura cristalina (4) para conpcer las posibles diferencias entre ésta y la
observada en disclucidn, lo cual generalmente s# desconoce. Para ello, se

nbtuvieron los valores de 1los dngulos diedros y  se compararonh con los
correspondientes derivados de la medicidn del acoplamisnto escalar J. Asimismo,
sg utilizd la secuencia de pulsos propuesta ocriginalmente por Hall  para medir
Ty, v se logrd diferenciar seiales por sus diferentes tiempos de relajacidn,a

pesar de tener iguales desplazamientos guimicos.

Resultados y Discusidn.

Azignacidn de los fesplazamientos Buimicos de H,

friginalmente =] espectro de ron de *H  fue determipado en S0 y 270 MHz en
DM&D-dé& (3) encontrédndose varias sefnales de 'H sobrepuestas. En el presente
trabajo los espectros se determinaron en una mezcla de CDCls:DHMSO-d, (7:3) en
200 MHz y solamente las sedales de H-%a1¢a v (31H-14 mostraron sobreposicicon
{figura 1.2). Se aplicd la técnica de Hall y Presten (S), consistente en la
utilizacion de una secuencia de pulsos gue permite observar la recuperacion de
la magnetizacidn a partir de la inversidn completa del vector Mo sobre el eje
2’ {"Inversion Recovery", IR}, #sl, sg determind que el tiempo en el cual la
magnetizacion del grupo metilo se encuentrs swxactamente en el punto cero sobre
el eje z == t=0,88 5, mientras que para H-9 este valor es t=1.74 s, La sefal de
H-% pudo separarse totalmente de la s=ial sobrepuesta del metilo de C-14.

Al tratar de dozumentar la aplicacidn de esta tecnica en la resolucidn de
problemas estructurales resultd sorprendents observar el poco uso que ha tenido
desde que fue descrita. Su eplicacidn sigue siendo una excelente alternativa
para la resclucidn de sehales gque adn técnicas como la rmn bidimensional
resuelta en J (6) no puede diferenciar cuande éstas tienen desplazamientos

quimicos muy similares o atn idén*icns. Ezsto &3 posible con la técnica IR,
siempre y cuande los ndcleos  tengan algﬁﬁa diferencia en sus tiempos de
relajacidn T,. Adicionalmente, la informaciodn global sohre el relajamiento del
sistema de spines proporciona informacion que ayuda en la contrastacidn de la

10



hipdtesis estructural. Esto puede apreciarse al comparar las velocidades de
relajacidn de los protones H-13 cis, t=6.40 y H-13 trans, £=5.72 siendo aenor
la de este Jltimp, vorque tiene interacciones dipolo-dipole con H-7 que
aceleran su relajacion. E1 resto de las sefales de *H sg confirma usandp
experimentos simples de desacoplamientc con 1o gue se determinan las
conectividades 'H - *H y 1los valores de los acoplamientos restantes. Los
resultados son acordes con los obienidos inicialmente salvo algunas pequeRas
diferencias atribuibles al cambip de disolvente.

En la Tabla 1.1 se presentan las asignaciones y acoplamientos de los protones
de la Micanocriptina obtenidos en esta investigacidn.

TABLA 1.1

Desplazamiento Quimico Proidnico y Valores de J de la Micanocriptina.

Protdne Desplazamiento® fGcoplamientosc

H~-1 Z.12% 6.8(2 ), 2,2010), 2.0(2 ), 2.0{14), 1.0(8)
H-2 2.465 19,102 ), &.8B{1), 1.1{&)

H-2 2.17 194042 ), 2.0{(1)

H~4 5.13 S.610H), 3.8(7), 1.1(2 ), 1.001), 0.B{14}
H-7 3.01e 9.6{8), 3.3(6), 3.4(13c), 3.00131)

H-8& 4,84 12,049 ), 9.6(7), 3.5(9 )

H-9 1.92 12,609 ), 12,1(8), Z.9010)

H-9 2.42 12,649 ), 3.9{8), 3,3(10)}

H-10 2.29 7.3018)y, 3,949 ), 3.5(7 ), 2.2(1)

H-1%¢ b.40¢ 3.4(7)

H-13t 5.724 I.0(7)

H-14(3) 1.90 2,001, 0.8{&)

H-15(3) 0.86 7.3(10)

0oH 4,54 S.6{4)

a} la nugeracicn de los protones se df de acuerdn a la estructura Iy

b) los desplazamientos quimicos estdn dados en partes por milldn (ppm) referidas al trametilsilano (THS) como referencia
interna en O ppm;

£) las constantes de acoplaniento estan dadas en Mertz v en paréntesis el protén con el e interartian;

d) 1a denominacién H-13 ¢is y trans se considera con respecto a la funcidn lactdhi;a;

e} H-1 y H-7 nuestran ligeras diferencias en los desplazamientos con las del espectro mostrade debido 2 variaciones en
la proporeidn de los disolventes.

fsignacidn del Espectreo de *3C de la Micanocriptina.

Lag asignaciones iniciales del espectro de **C  fueron hechas empleando el
espectro normal ton desacoplamientns de *H y el andlisis de 1bs sub-espectros
de los grupos -CH-, -CHz- y -CHs mediante la técnica de edicidn espectral DEFRT
{7) (figuras I.3a y I.3b). De esta manera se# logra una asignacidn inicial de
los &tomos de carbono en términos del ndmere de hidrdgenos unidos a ellos.

Para eliminar ambiguedades en la asignacidn estructural se obtuvieron dos
espectros bidimensionales de correlacidn heterconuclear utilizando tiempos de
retardo optimizados para detectar el acoplamiento *3C-*H directo v el indirecto
(8), En el resultade de este primer espectro solamente aquellos dtomos de 'S0 e
'H directamente unidos muestran una correlacidn de desplazamientos quimicos en
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el espectro bidimensional (figura 1.4), Este tipo de correlacicn pernite la
determinacidn de todas las sefales que corresponden 2 carbonos que contienen
hidrdgenes y por ellp sabemos gue la molécula posee cCinco seiales
rorrespondientes  a atomns de carbono cuaternarios. El intervalo de
desplazamientos guimicos en que se encuentran estas seffales va de 136 a 208 ppa
v no es diffcil hacer wuna asignacidn preliminar sobre la base deg los
desplazamientos conocidos de otros compuestos que sirven de modelo o haciendo
uso de parametros aditivos del desplazamiento quimico para carbonpo-13 (9). For
gjempln, la sahal en 20B,0 puede ser asignada con gran margen de seguridad al
carbonilo insaturado alfa,bets C-3, vy las sefales en 143.5 vy 136.3 pueden
asignarse en forma tentativa come C-4 y C-11 respectivamente. Por oira parte,
no es facil asignar con seguridad las sefales ap 170.9 y 169.9 gque correspondaen
a los carbopos 3 y 12, Fara resolver esta incertidumbre se empled sl
experimentn de correlacion heteronuclear de desplazamientos optimizado para la
observacidn de acoplamientos carbono - hidrogeno gemelos vy vacinales
(indirectos), algunas veces denominades de "larga distancia" (10). Esto es
posible ya gue existe una apreciable diferepcia entre £l valor del acoplamiento
directo C-H ('d = 125 Hz) vy &l del gemelo o el vecinal (®J, ®J = 5-10 Hz). La
secuencia de pulseos es similar a la gque se emplea -en el experimento dsg
correlacidn directa pero optimizada para la medicidn 2Jen y ¥Jeu. Los protones
y carbonos que tienen la interaccidn del tipo seleccicnado muestran una sefRal
caracteristica en la interseccidn de las perpendiculares a los dos ejes que
contienen las escalas de desplazamiente de ambos ndcleos (figura I[.5).

Se observd que la sedal del carbono en 170.9 ppm tiene acoplamientos de largs
distancia con los hidrdgenos (3)H-14 y que la sehal en 169.9 estd acoplada con
los hidrdgenos cis y trans de C-13. Igualmente, la seial en 143.5 muestra
aceoplamientos con  (3JH-14 y la sefal en 136.3 tiene acoplamientos con 1os
hidrdgenos H-13 gis y H-7. La seiial del carbonilo en 20B.0 ppm muestra
acoplamientos con {(3)H-14, H-2a1¢a ¥ H-2owea y H-1, lo cual es consistente con
los aroplamientos deducibles de la estructura I. De los cinco dtomos de carbono
cuaternarios, 1 experimento heteronuclear permite una subdivisidn en dos
grupes: C-3, C~4 y £~5 acoplados a {3)H-14 pero no a H-13 ¢is, vy C-11 vy £-12,
el primero acoplado scle a H-13cse Yy no a H-124 pientras que L-12 esta acopladso
con H-13 cig y H-13 trans {figura I.3). Dentro dé cada grupo, hay diferencias
de por lo menos 25 ppm con 1o cual el margen de seguridad para una asignacidn
correcta es muy razeonable. En la Tabla I.2 se presenta la lista de dtomos  de
.carbopo vy su desplazamiento quimico respectivao,
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TaBLA 1.2

Desplazamientos Dulmicos de *S2 de 1a Miranocriptina

Carsonoe Oesplazamiento®
Cotis 45.17
Ltz 41.%4
TeZid 208,03
fig;a 133,52
Ligid 170,820
Cilgis A3, E2
CiTs= 50,468
CiBic 7. 18
L(gi= 43,452
Ceinis 3 =
ciothye i 28
Cijare i ED]
CiizZse i 24
Citaye 5
Citaie 74

b nueeracice g2 acuerdn i 1a estructura Iy
bt desplazamientos uisices en ppa relativos al THS cono referencia interna

wuimices asignados con la ayuda ssl espactro de rorrelac

'Y

&0 heteronuclear bidisensionaly

cl 1
di desplazamientos quimicos correlacicn hetercnuciear optimizado para
acoplasientos vecinales ¥ geasios,

. -

Comparacidn de 1a Donformacidn de la Micanccriptina en Diselucidn v
oy
i

b1}
jun
A
i
-
o
(=
=)

Aan cua te original scbre la estructura cristalinz de la
Micancoc =4 ran dascritos los inguiss diedros para las secuencias
c-c-c-c, z s angulos involucrandc a los hidrogenes para  las
SECUERC] A C H, valores correspondisrtes fueron calculados a  partir de
las cocrdenadas atomicas d nor Bovel! 2t,al.f4) ({(Tabla 1.3) y fueron
agrupados para Ionparard constantes de acoplamiento cuyas magnitudes
pudieron ser ohtenidas ¢ ién dirsctamente del espectro de rmn  {(figura
[.5}, Ez interesante con ingulas diedros de la molécula en
solucidn estimados a par scidn de Karplus, con los valgres
de dichkos dngulos en el s por difraccidn  de ravos-X. Con
ellao, se detectan laos tes que pueden acurrir en  la
molécula al pasar del est diselucidn, para lo cual la ran
g5 gparticelarments sensgy



TABLA 1.3

Constantes de Acoplamienta 'H-1H Vecinas, Alilicas y Homoalilicas de la
Micanacriptina en Displucidn y Camparacion con los Angulos Diedros en el Estade
Cristalino.

ANGULDO o ACOPLAMIENTD J{HZI)®

HIL =COLy-CH{2)-H(2) o 1 Flucirnezra 4.8
H{1)=CU1)=C{2)-H{2)y 117 SIhcianczrn 2.0
CiL)-COIO)-CELg)-H{L1D) 71 Flucirnaion 2,2
Hi{b)-Cia)=C(7)-H(T7) 5 3lhcarnr 3.5
H{7Y-C{7)Y-C({B)-H(B) 154 Fdmezrncar 9.6
H{B)-CiB)-C{T)-H{P)a 177 Slucaitcora 12.1
Hi{9) -C{9)-CI0)-HO1O) o0 Flycerancion 3.9
Hiq)b‘E(Q)'C(ID)’H(IO) éﬁ SJHt'?)bH(j.O) 3-5
H{6)-C{h)-D-H 43 3ducoron 3.6
HE7)-CA{7)-CitLy-C(13) 81 ueyrneizsre £ 3.4

Alucrrmcrzre © 3.0
H(l)_C(i)—E’:S)"C(‘#) 121 EJH(1)H(14) 2-0
Hisd)-Ci6Y-C(5)~C(4) 54 EJH(b)H(xa) 0.8

{#): angulo diedro en grados en el estado solido

{®); constante de acoplasiento len Hertz) f{en disolucidn) 0
{a): letra griega alfa;

{g): letra griega beta

Espectros de Correlacicon Heteronuclear "HETCOR™.

La figura 1.4 muestra el espectro HETCOR directo de la Micanocriptina y las
intersecciones entre ambas escalas revelan los desplazamientos quimicos de cada
13C y de les hidrbégenos unidos & €l, La figura I.5 es el espectro HETCOR
indirecto vy los contornos se deben a la interaccion de *3C ron hidrdgenos a dos
y tres enlaces de distancia, Ep la figura I1.B se presenta al espectro COBY de
I. Este ultimp solo se utilizd para confirmar asignaciones vya obtenidas de
gspectros aptericores,

Correlacidn de Datos de la Estructura Cristalina con J Obtenida del Espectro de
RMN de Alta Resolucidn.
AY

Las constantes de acoplamiento de larga distancia son particularmente
interssantes en la comparacicgn de la estructura cristalina determinada por
difraccign de rayos-X y la determinada en disolucidn par ron. Este s el caso
de los protones del nmetilenc exociclico sobre el 130 que estan acoplados con
H~7 mostrando constantes de acoplamiento ligeramente mayores que 2 Hz. En el
acoplamiento alflico, los valores mdximos del acoplamiento son cercanos a este
valor, 1o cual es consistente con una orientacidn ortogonal entre H{7) - C{(7) v
C11) - C13), De acuerdo a la grifica de acoplamientos alilicos mostrada
{figura 1.7), los valores mdximos para este tipe de acoplamiento ocurren cuando
los dngulos diedros en el sistema H-C-C=C-H son de 90°, donde la sobreposicion
de laos orhitales de los enlaces es marima y la transmisidn de informacicn sobre

B mm e e d e e m e e mm e -
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sl E= 1 de espin es mas eficiente., For Lstva parte, H-1 vy H-& muestras tambian
acoplamientos de larga distancia de tipo “um«Rll ico con C-14{H-C-C=C-C-H} de
tipo transpide y cisoide respecto al grupo carbonile. De 2llos, el accplamiento
mayor, usualmente es el transoide aunque la wmedicidn de las constantes ds
acoplapientn alilico y homvpalilico tiene un valer restringido para p#op051f15
de asignacidn estersoquimica en compuestos aislades. Sin embargo, !a medicidn
puede ser Gtil  cuando se trata de compararacioenes en

cta relacidn

[=%

esterepisdmercs {(en este caso, isdmeros geométricos). La razdn
de magnitudes puede explicarse sobre la siguiente base: en 1
compuesto donde existe rotacich libre como es el case del 2-buteno c¢is
los acoplamientos homoalflicos tienen valores de 1.20 y 1.29 Hz respect
(i3), Adicicnalmente, la magnitud del acoplamiento homoalflico se ve &
cuando se tienen los enlaces C-H perpendiculares al plano del doble enlac
comparar los éngn10= diedros involucrados en los sistemas H{1)-C(1)-C(3)

y H{6)-C(4)-C(5)-C(4), se ohserva gque el primerc posee los enlaces E—H mas

a
0

tre pares de
g B

B

cercanos a 70° can yespectn al plano del doble enlace central y elle explica
gue su constante de acoplamiento sea tambien mayor., Otros acoplamientos de
larga d!Sfanc a ohservados son  entre H-1 y H-6 a traves de cuatro enlaces vy
entre H-2a1+a y H-4 & traves de cinco enlaces. Por otra parte, H-2peta v H-6 no
mupstran acoplamiento apreciable le cual indice que el acoplamiento, si existe

3

dehe sgr ®ly-zweeaH~4 ¢ 0.1 Hz. La diferencia de acoplamientos observada para
los protones H-Z2 alfa y heta con H-& es notable ya gque el fragmento
C{2)-0{N-CU5Y-C(A) g5 pricticamente plano (¢=1742) y los fragmentos H-Zas1+a -
C-Z y H-2naea - C-2 forman &ngulos diedros (116° y 126° respectivamente) muy
parecidos respecto al enlace 001)-C{5). Como se menciond anteriormente, lasg
dependencias angulares de J en el caso de acoplamientos deg larga distancia
‘cinco enlaces!t, no son conocidas suficientemente por lo gue debe tomarse
precaucion en la formulacidn de conjeturas estructurales sobre la base de estos
acoplamientos,
Finalmente, el acoplamiento gemelo de gran magnitud entre los protones H-Zaica
Y H-2beea de 19.1 Hz, es consistente con una conformacidn en la gue una de loes
enlaces C-H es paralelc al crbital TT del grupo carbonile vecino (14), Estas
deducciones pudiercn ser corroboradas con lps datos de la estructura cristalina
nhtenida por rayops-X,

Parte Experimental.

El material vegetal fue recolectado en Xanrcuitlalpan, Fuebla y fue identificado
botdnicamente por el Dr. Miguel A, Martinez del Institute de Biologia de la
UNAM. Se guardaron ejemplares botdnicos en el Herbario IMSSM con los nidmeros
3290, 3320 y 3452, Se extrajeron 450 g de la parte aérea de planta seca vy
molida por maceracidn repetida con porciones de 3 L de CHzCl.., ina vez
gliminado el disolvente en la forma usual, se obtuvieron 16 g de residuc. En
este residuo se observo la formacion de cristales gue fueron separados por
filtracidn y lavados con una pequefia cantidad de CHz[l-. enfriado en un bafo de
hielo, Se recristalizd el producte obtenide de una mezcla de acetona-metanol,
cloroformo-metanol y  THF~cloroformo. Una vez cristalizada la sustancia la
solubilizacion es dificil y requiere de calentamiento o reposo prolongado en el
disolvente., E1 residuo se cromatografid en una columna de gel de silice,
utilizando como zluyente un gradiente aproximadamente lineal de
cloerofermo:metanol comenzando desde 1a proporcion 100: 0 hasta 75: 28
respectivamente, fsi, se obtuvieron 180 mg adicionales de substancia,



Constantes f{sicas y espectroscopicas.

punto de fusibtn: 246-248°,

UY e IR: iguales a los obtenidos en la literatura. .

RMN: 8e determinaran lps espectros de rmn en 90 y 200 HMHz. Be utilizd como
disolvente una mezcla de acetona y dimetilsulfdxzido o cloroformo y
dimetilsulfoxido. Todos los espectros de rmn de 200 MHz fueron obtepidos en un
equipe Varian ¥L-200 funcionande en el modo de pulsns y transformada de Fourier
vy temperatura del "probe" de 20°, Fara los espectiros de 'H se disclvieron ca. 5
mg de Micanoecriptina en 0.6 mL de 70% CDCls - 30% (CDs)=280 conteniendo
aproximadamante 0.1% de TMS come referencia interna en tubos "de & mm de
didmetro.

Se empled una anchura de ventana espectral de 1600 Hz y 16 K de resolucidn con
5 s de tiempo de adquisicidn, ajustands con ceros ("zero-filled") a 32K con lo
rual se logrd 0.1 Hz de resolucidn. La calibracidn del pulsc de 90° resultd caon
una duracidn de B, de 7.% ps v 5 s de tiempo de vreciclamiento. Para cada
gepectro se acumularon 32 harridos (espectres). Fara los espectros de 'L se
displvieron ca. B9 mg de Micanocriptina en 2 mb de la wmisma mezcla de
disolventes empleando un tubo de 10 mm de didmetre. Fara los espectros DEPT se
utilizd una anchura espectral de 12,000 Hz y tiempo de adquisicidn de 1.33 s
con un total de 32K puntos de datos. Fara los espectros normales se emplearon
pulsos de 4%° (con duracion de 7.5 us), up tiempo de reciclado de 2 s y una
acumulacidn total de 10, 000 barridos, Se obtuvieron cuatroc espectros DEPT
empleando pulsos 0 de 45®, 90, 90° and 135= (7) con 2500 barridos para cada
espectro. La edicion de los subespectros se efectud con un  programa de edicidn
denominade ADEPT (A=automatic) incorporade en la programacidn normal  del
equipn, Los espectros de correlacidn heteronuclear normal vy de "larga
‘distancia" se obtuvieron empleando una anchura espectral de 11, 000 Hz en el
dominio del *¥C y de 1500 Mz en el dominioc del 'H empleando respectivamente
2048 y 512 puntos de adquisicidn de datcs. Por cada incremento de tiempo se
acumularon 220 barridos con un total de 128 incrementos de tiempo.
Adicionalmente se aplicd una fupcidn de ensancthamiento de seral de 2 Hz a o
largo de cada eje. En el espectro normal, se escogisron los siguientes tiempos
de retardo &,= 3.6 ms yfBe= 2.4 ms que corresponden a los valores optimos para
un acoplamiento promedio de !'3C-'H de 140 Hz (4). Los valores dptimos de estos

parametros  para les experimentes de correlacidn heteronuclear de larga
distancia se encontraron respectivamente en 0,075 5 y 0,033 5. Estos valores
representan un promedio de valores del acoplamiento *®C - *H vecino y gemelo

donde estan inveolucrados hidrdgenos de los metilos (ga. 5 Hz, (15)), asi como

el acoplamiento vecinal anti 'SC - 'H de metilenos y metinos {ga. 10 Hz., (14))
{b}).
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Figura 1.2.- Espectro de ]H de "Recuperacion de Inversion" empleando
los tiempos de retardo siguientes: (a) 2.25 s y (b) 0.88 s. La sefial
de CH,-14 se elimina totalmente con el primer tiempo de retardo. Las
seﬁa]%s de los disolventes residuales, practicamente desaparecen en
el segundo retardo permitiendo la observacion clara de H-2 alfa y de

H-9 beta.
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Fi‘gura [.3a.~ Espectro DEPT sin editar de la Micanocriptina.
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Figura I.6.- Grifica de Tos acoplamientos vecinales ]H-]H contra los
valores de angulo diedro para los enlaces H-C-C-H. ET circulo blanco
corresponde al acoplamiento con el hidrégeno del OH.
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Figura I.7.- Correlacion de los angulos diedros y
constantes de acoplamiento.
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Figura 1.8.- Espectro COSY de la Micanocriptina en 200 MHz.



METCOR . COSY¥. GCon el primero  se asignaron simultdneamente los hidrégzos vy
arbonos protonados de la molécula (22, B) y después se llevd a cabo la
determinacidn del espectro de correlacidn homonuclear (23, 24) con el segundo.
Alternativamente se podria aplicar la técnica de retransmisidn coherente
{"relayed coherence spectroscopy"! (25), con la cual también se obtiene
informacién sobre la relacidn vecinal entre hidrdgenos.

También podria recurrirse a la determinacién de! espectreo unidimensional (26) o
bidimensional (27) de conectividad *SC-'SC gue evidencia la secuencia completa
de dtomos de carbono de una molécula. Sin embargo, estas técnicas a pesar de
ser muy poderosas son de baja sensibilidad y se requiere de gran cantidad de
sustancia {ga. 300 mg) pare la determinacidn, lo que limita su aplicacidn en la
elucidacidn estructural. Ello puede ser critico en el campo de investigacidn de
productos paturales y de sintesis orgdnica, porque frecuentemente se dispone de
cantidades reducidas de sustancia. FPor gsta razdn, existe interds en
desarrollar técnicas de rmn gue! proporcionen mejor informacidn estructural con
cantidades de sustancid"tdda ver menores.

Finalmente, la eleccidn del compuesto empleado en esta investigacidn se debid a
los siguientes factores: a) la sustancia demostrd poseer cierta actividad
hioldgica in_ vitro, b) la inevistencia de informacidn espectroscdpica en la
literatura respecto a la ran de 'SC as{ como de una asignacidn del espectro de
'Hy ¢} era interesante buscar alternativas experimentales que demandaran
cantidades pequefas de sustancia (inferiores a 50 mg), permitiendo a la ve:z
asignaciones no ambiguas de los espectros de rmn.

Resultados y Discusitn

Experimentos CO8Y y HETCOR

S8e determinarcn inicialmente los espectros de rmn de *H en 200 MHz en CBCls vy
t-de {figuras Il.la y 1II.1b respectivamente) vy ambos mostraron gran
sobrepesicidn de sefales en la regidn correspondiente a los protones alifaticos
{campo alto). PFor otra parte, el espectro de **C totalmente desacoplado ne
mostré ninguna sobreposicidn de sefiales. Se procedid a ohtener el espectro
HETCOR para determinar las sefiales de 'H asociadas a las de '*C mediante
enlaces directos ({(figuras I1.2 <200 MHz, C(DCls», II.3a <400 HHz, CDCls> vy
IT.3b<400 MHz, bencenn-de>).
Fosteriormente, se obtuve el espectro de correlacion homonuclear COSY para
establecer relaciopes de conectividad *H-*H (figura 11.4). Este wmismo espectro
se obtuve también en 400 MHz y se discute mds adelante. En particular, en el
espectro COBY de 200 MHz en CDCls se observd gran sobreposicidn de sefiales vy
fue dificil establecer relacicnes de vecindad entre los hidrdgenos con  buen
margen de seguridad. Debidp a esto, se determind el espectro CDSY en benceno-de
tanto en 200 como en 400 MHz, con lo cual se logrd modificar el desplazamiento
quimico de muchos hidrdgenos por efecto anisotrdpico del disclvente (“"Aromatic
Solvent Induced ghifts", ABIS), Elio permitid deducir conectividades
adicionales a las del espectro COSY en CDCls.

Fara iniciar la bisqueda de cohectividades, los hidrdgenos no equivalentes de
los metilenos proporcionan un buen punto de partida.

De los experiméntos de correlacidn  homonuclear *H-'H (CDSY) realizados en los
dos disolventes en 200 MHz, se obtuvieron las siguientes relaciocnes de
conectividad y° se logrd la asignacidén no ambigua de varias seRales de
hidrogenos y carbonos. En particular, se pudo establecer la cenectividad de los
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ey TIVH-C U123 H~C(13H  -C2i14)He- donde =&l
establecer la correlacion se muestra subrayado.
idn homonuclear (COBY),; los protones de uno de los
straron acoplamiento alflice con los protones olefipicos de un
met 1lenD fermlﬁﬁl asignandoss las sefiales a D(IS)H: v C{17)H: respectivamente.
La asignacidn del carbone del grupo -'SCO0H es simple dado el despl ento
quimice tan caracteristico que tiene en ca. 185 ppm.

Después de haber establecido las asignaciongs anteriores; gquedan tres
incertidumbres por resoclver: a) la primera es la asignacicn no ambigua de las
uniones de la secuencia de los metilenos -0{1)H2-C(2)Hz-C(3)Hz- ohservada
mediante en Bl experimento COSY, donde sdlo se puede asignar claramente |
sefal de los hidrdgenos de C-2 sin poder hacerse la distincidn entre los de C-1
y de C-3, b) la segunda, debida a la dificultad para asignar de los grupos
metilo C-18 y C-20 v £} 1a asignacidn de tres carbonos cuaternarios sp®: C-4,
£-8 y C-10 vy de dos sp=2: -9 vy C-14. En el sequndo caso, la asignacidn se
dificulta porque los grupos metile se encuentran upidos a dtomeos de carbono
cuaternarios, mientras que en el AOltimo, la similitud de acoplamientos vy
desplazamientos de los carbonos  cuaternarios, dificulta su asignacidn
inequivoca.

1

[x1]

8

Una forma de asignar sefales de estructuras desconocidas cuando aquellas poseen
desplazamientos quimicos muy similares, es correlaciondndelas  con los
desplazamientos de otras sustancias con las gue poseen una relacidn estroctural
estrecha (ZB) aunque al hacer esto se corre el riesgo de asignar sefales
erréneamente. El interds por utilizar técnicas bidimensionales de correlacidn
homonuclear y heteronuclear se debe a que se reduce en  forma sustancial 1la
necesidad de consideraciones a _prigri para hacer la correlacidn estructural coen
los desplazamientos quimicos ohservados,

Se explord la posibilidad de realizar una transferencia de magnetizacion desde
los hidrdgenos de los grupos metile hasta los nlclecs de !3C a dos y tres
enlaces de distancia.

lLa proposicidn inicial de este tipo de experimento de correlacidn heteronuclear

empleando una modificacidn de los tiempos de retardo, fue realizada por Richar:
et al. (“Q) y Hull (30) Mediante ﬁste cambio, se buscd ohservar la

ooen el vecinal (tres Enlaces), en lugar de detectar las 1nteraLc1uneb antre 'H
vy *3C unidos directamente,

En este caso,se buscd transferir la magnetizacidn acumulada en los hidrdgenos
de los grupos metileo, para aprovecharla de dos maneras: a) las sedales de los
metilos son particularmente intensas y  por tanto claramente identificables en
el espectro bidimensional de correlacidn hetercnuclear y b) los nuclecs de !'SC
que pueden recibir parte de esta magnetizacidn con esta secuencia de pulsos,
son aguellos gque tienen una relacidn vecinal o gemela con los hidrdgencs de los
metiles, dado que ambos  acoplamientos  *H-SC con el grupo -CHs son muy
similares, Como consecuencia,la ceonectividad de los hidrogenos del -CHs con los
tarbonos gemelos y vecinos se puesde establecer simultdneamente,

erdo a lo anterior, al analizar la estructura del dcido kauradienoico se
nticipar que el metile C-18 puede transferir magnetizacidn a C-3, C-4,
y C-19 mientras gue el grupo metilep C-20 deberia afectar de manera similar
a los carbeonos C-1, C-3, £-9 y C-10, En las Figuras IIl.3a y II.3b, se presentan
las espectros de cnrrelacién heteroescalar indirecta de 200 MHz en CDCIlx.

La figura IT1.A muestra a la estructura quimica del dcido grandiflorénicoc con
les valores de desplazamientos guimicos de 'H y '3C contenidos 2n la  Tabla

IT. 1.

a3
Lnodn
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TABLA I1.1

Desplazamientos Guimicos de *SC v de 'H del Acido GBrandiflorénico
Carbon !Bl ) D(EQDQ:’ . Hialta) ™ H(beﬂ;.&;)‘ml
| 40, 1.92¢1,84)® 1.25(1.19)<
2 20,3 1.42(1,42) 1.89(2.08)"%
3 38,21 2.14102,22)0 1.01{0,81)¢<
4 44,74 - -=-

o 4L, 41 - 1.65101.88)¢
& 12,44 1.BRI{L,B0s 2,30(2. 6600
7 %67 1.97¢1,94)® 1.44(01,. 39y
53 47,24 8 - =

9 155,932 156,00 -—- -

10 IR, B0 39.07 - -

i1 114,89 115,40 D.21(5.22) -

Z 37,591 34,10 2420236 1.98(2.02)¢
12 41.23 41.44 2,77(2.72) -—-

14 44,94 45,17 1.48(1.44) 1.61(1.54)=
15 90,29 30,42 Z2.600(2,63) 21702124
16 158, 4% 158,30 -— -

17 105,49 105.96 4.78(4.94} 4, BF{5.03)F
18 28,23 78,27 - 1.24(1, 124"
19 164,72 185,34 11¢( 11)e -

20 23,89 23,50 1,02(1.17)¢ -

= gl priner valor que aparece en la lista es el desplazanients quimico de cada protén en COCls mientras que el segundo
valor fen los paréntesis) corresponde al desplazamiento quimico en Cele.

" proton ecuatorial o grupo metile

= protdn axial o grupo netile

9 par de hidrogenos que podrian ser intercambiados

@ asignadns sobre la base de la observacicn de la interseccich entré C{16) v HOIM, en la figura 113,

* no puede diferenciarse cual de estos hidrdgencs oleffnicos es cis con respecto a CU3) y a L(15), Notese que las
marcas alfa o beta no son aplicables,

9 senal oy ancha correspondiente al grupo -COOH

Secuencia de Fulsos

- . . . P4
El diagrama de la secuencia de pulsos para la determinacien del espectro de
correlacidn  heteronuclear ilustra la secuencia de pulsos, retardos,
. . . . s . .
desacoplamientos v adguisicion de informacion.
tH - P
_________ : L - Y _____tdesacoplamiento
11/2 11/2
13 P P
e HEE o : t_.__:adgquisicion
* % % £ % 11/2 *
El valor de Jgw de A, correcponde a un tiempo 1/2J v el def, a 1/3J pero se
requiricd de varios experimentos para determinar el valor mas apropiade en el



t:gmpo de retardo con el fin de observar el acoplamients Jen deseado.
Finalmeste, se encontro mds adecuado el valer de Jew =10 Hz, gue corresporde a
03 5y £ 2=0.033 ,aﬁ cuando los acoplamientos de '®C {2dgn y  Fdgal) ron
hidrdgenos de metiles,; es usuvalmente del orden de 5 Hz  {14). Las ewplicaciones
1o son las siguientes:
4l el wvalor de & »=1/33 es un compromiso entre varios valores pesibles de
ace plﬂm1~nte de *3C cpop diferentes grupos CH.. Cuando CH, es un grupp metilo,
=& requiere gqus 4 == 1/5J (21), i.e., & 2= 0.2/5=0.04 5. Como contraste
aparente, el valor tedrice dptimo para &, es independiente del tipe de grupo
metileno, i.e.d .= 0.10 s,
bi Debe considerarse tambidn el efecto de la disminucidn de la magnetizacign
durante los tiempos de retardo. For ejemplo, en las moléculas de gran tamafo el
relajamiento de 'H es demasiado rapide y por elle puede ser preferible otilizar
un tiempnA, ligeramente menor gue el del valor tedrico con el propdsito de
aprovechar al mdximo la magnetizacidn residual que gqueda disponible para
transferirse al ! C durante el pericdo de adguisicion al final de la secuencia
de pulsos,

En los dos espectros hidimensionales de las figuras 11.5a y I1.5b se muestra la
regidn de campe baje del espectro. Uno de los heches mds evidenites es la
transferencia de magnetizacidn de les hidrdgenos del metilo de campe nds bajo
hacia el carbone C{19)02H, con lo cual se revela la interaccidn de corta
distancia entre grupo metile que ahora puede sefalarse como C{1B)Hs y el
carbeno del grupo carbox{lice. De manera similar, la sefial del -CHs en campo
alto muestra una transferencia de magnetizacidn intensa hacia la sefal del
carbonno cuaternario sp? estableciendo simultdneamente la asignacién del primero
como C-20 y del Gltime como C-9. La asignacidn de los carbonos de los metilos
_ede ser llevada a caboc acudiendo al espectro normal de correlacidn
eteronuclear directa (figura I1.2) y por eliminacién, se deduce que la senal
emanente sp? corresponde a C(16),

o "'."!

La regidn alifdtica del espectro de *3C se analiza de manera semejante. En lIa
figura Il.4 =e aprecia la transferencia de magnetizacion del metilo de campo
bajo (C-1B) & tres citipos gue se encuentran en valores menores de campo Yy gue
corresponden a C-3, C-4, y ©-5. La asignacidn se ve facilitada vya que del
espectro de correlacion directa sabemps .que estos carbonos poseen 2, 0y 1
protones respectivamente. Igqualmente, el metilo C-20 efectla la transferencia
de magnetizacidn a C-1, €-5 y £-9 de los cuales también se conoce el nﬁmern de
protones unidos: 2, | y O respectivamente. Esto significa que la asignacidn de
C-% se puede lograr por dos rutas diferentes aprovechando la informacion
obtenida de 1la conectividad *H - W derivada del espectro de correlacidn
heteronuclear de "larga distancia",gue demuestra su potencial informative
proporcionando redundancias que refuerzan la asignacion espectral.

Finalmente, (-8 puede ser asigrnadeo como el dnice carbono cuaternario de tipo
sp® que no tiene una conexion a traveés de dos o tres enlaces con C-18 o C-20,
lo cual implica que ne recibe magnetizacidn de ninguno de 1los dos grupos
metilo. En los espectros bidimensionales, las sefiales de las intersecciones
entre los carbonos C-{B y C-20 y los hidrdgenecs unidos a elleos, se observan muy
intensas a pesar de que los valeres escogidos como tiempos de retardo estan muy
alejados del dptimo para detectar la transferencia de magnetizacidn a través
del enlace directo '®C-!'H. La informacion sohre esta correlacidn es redundante
dado gue dichas ‘conectividades ya habian side deducidas de antemano.

Las sefiales restantes que se observan ep los espectros de las figuras IIl.3a y
[1.5b reflejan las conectividades entre hidrdgenns de metinos y metilenos con
carbonos  adyacentes. Se puede prever que la mayaria de estas senales
correspanden a acoplamientes vecipales anti *SC-*H  dado gque los tiempos de
retardo escogides ze acerczan al valor de retardo dptimo (21)  para la deteccidn

28



¢zl acaplamiento anti  ®Jen™% Hz (14, vy excluyen l!os acaplamiento. gzucte ©=z

mendr magnitud.

jemplo, en la figura I11.5a se observan dos intersecciones correspondientes
a 'SCO0xH vy ios protones H-3peea ¥y H-5, los cuales guardan gntre s, una
relacion vecinal anti con rFespecto al  grupo -COOH. SBiguiendo el wmismo
provedimiento, se obssrva la sefal interseccicn entre C-14, uno de los protanes
en C-1% y otro de C-14, siendo este Ultimo probablemente el que tiene relacidn
anti con C-16. En la figura II.3h se ohservan sefales {interseccicnes) entre

L-8 v el hidrdgeno con relacidn vecinal anti H-13, dato que viene a apoyar la
asignacidn del primero como un  carbone cuaternario. También se observa la
conectividad a traves de tres enlaces entre C-14 y uno de los protones en C-7;
ademnds, se abserva la sefal interseccidn entre C-20 y H~5 pero no la que
corresponderfa a C-18 y M-S, lo cual es consistente con la orientacidn anti
entre los prlmprmc v 1a nr1enfar1nn gauche entre los (ltimos.

De aqui se deduce que el experimento heteronuclear modificado implementado en
esta investigaridn no solamente es  adecuado para establecer conectividades
¥ qenelaﬂ entre '3C-*H sinoc gue proporciona tambidn informacidn  sohre

vELinas

la conforpacidn en los acoplamientos  vecinos. Cuando se determind el espectro
del dcido grandiflorénico con la ganancia vertical incremsentada se  hacen
evidentes muchas bpiras sefales correspondientes a acoplamientos *®C-*H vecinos
o gemelos que copcuerdan con las asignaciones hechas previamente. Para los

pspectros 2.5a y 2.5b se sscogieron ganancias relativamente hajas para mantener
"limpico" el espectro y enfatizar qDl los acoplamientes 30 - 'H grandes cono
los que pcurren en la” configuracidn anti. En &1 caso de los hidrégenns de
metilenos, la asignacidn se realizd a partir de la estereoquimics propuesta
para el compuesto IV, buscando confirmarla mediante la presencia o ausencia de
acoplamientos vecinales apti gque son los de wmayor magnitud vy revelan 13
presepncia de las interacciones *H - 'H axiales.

En tres vasos especiales fue imposible asignar de manera no ambigua los dos
hidrdgenos sobre un  solo atomo de carbono, si bien el resto de la molécula
queda totalmente asignada de manera inequfvoca, Este fue ®l caso de los
hidrdgencs cis y trans de C~17 y los alfa o beta de C-12 y C-15,

For otra parte, el *30 del grupo -LCOOH pudo ser distinguido wmuy claramente del
resto de carbonos tuaternaries (los mas cercanps en desplazamiento quimicol por
la diferencia de su desplazamiento por mds de 25 ppm.

Se pueden mencionar otras alternativas para llevar a cabo esta asignacidn como
por ejemplo, el utilizar el espectro de correlacion homonuclear por
retransmisidn de coherencia (relayed cocherence) {25) en lugar del espectro
normal de correlacidn hemonuclear (CDSY) (24), En el primer experimento,
tambidn es posible establecer las conectividades *HM-!H entre hidrdgenos
verinales pero a travds de la sehal interseccidn observada a lo largo del
desplazamiento guimico de la sefal correspondiente de *>C, con 1o cual se hare
buen uso de la muche mavor escala de desplazamientos qu1m1LD: del 'SC (25, 29).
Zin embargo, e! experimento de retransmisidn coherente es de menpr sensibilidad
que COBY y requiere de mayor tiempo de acumulacidn cop lo cual las ventajas de
una resclucidn mayor pueden llegar a verse canceladas,

La ventaja que tiene la modificacidn utilizada en el presente trabajo sobre el
sperimento de conectividad *®C-*SC (INADEQUATE) es su mayor sensibilidad. Por
ejemplo, los espectros HETCOR y COSY de dcido grandiflorénico se obtuvieron con
200 mg de muestra empleando aproximadamente 3 horas de tiempo de acumulacidn en
200 MHz y menos de dos horas en 400 MHz. Epn constraste, al intentar utilizar la
misma preparacidn para determinar el espectro INADEQUATE en 200 MHz, se observd
que adn después de 36 h, la relacidn sefal/ruido no era adecuada para llevar a
cabo ninguma intrepretacién, Adicionalmente, el experimento de correlacidn
heteropuclear de "larga distancia" permite establecer relaciones de
conectividad aGn cuande en la ruta conectiva se encuentren presentes
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hetercatomos. Esto s rva

sigue la ruta 'H-D-0-'"{ mostrada en la sefal interseccidn correspondiente.

Una ilimitacion de esta técnica ez gque se requiere de por lo menos algunas
sefales bien resueltas en el espectro de hidrdgeno para poder establecer las
primeras relaciones de conectividad *3C-'H. Al aumentar la complejidad

C
estructural, el espectro de hidrdgeno puede aparecer mas complejo y de diffcil
asignacidn parcial. Cuando esto oncurre, sg puede wminimizar el problema
aumentando la cantidad de puntos de adgquisicion del espectro de *H, aumentando
con ello la resolucidn  espectral., Tambidén pueden darse problemas de
optimizacidn de la sensibilidad cuando se trabaja con moléculas grandes, donde
el tiempo de relajaridn puede ser muy corto. En estes cases, la magnetizacidn
residual despues de cada tiempo de retardod, disminuye répidamente y solo se
logra transferir una pequefa cantidad de 21la al carbono correspondiente.  Sin
embargo, existen formas de evitar estos problemas como se demuestra en el
trabajo de Kessler et. al. {31) que introduce una modificacifn al esperimento
de correlacidn heteronuclear cuya secuencia de pulsos se denomina  COLOC
("COrrelation spectroscopy via LOng range Couplings®), la rual también es una
alternativa posible al espectro de conectividad '3C-13C,
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Figura II.1.- Espectros de RMN de ]H de acido Grandiflorénico en

200 MHz. (a): c]oroformo—d]; (b): benceno—d6.
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de acido Grandiflorénico en 200 MHz y CDC13.



ESPECTRO DE CORRELACION HETERONUCLEAR DIRECTA
DE ACIDO KAURADIENOICO.

Region de campo alto.

CDC13,

400 MHz.
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Figura II.3a.- Espectro de Correlacién Directa (HETCOR) de acido

Grandiflorénico en 400 MHz y CDC]3.

Se omite la region de campo alto.




ESPECTRG DE CORRELACION HETERONUCLEAR DIRECTA

DE AZIDO KAURADIENOICO. C6D6 , 400 MHz.

Regidén de campo alto.
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Figura I1.3b.- Espectro de Correlacidn Directa (HETCOR) de acido

Grandiflorénico en 400 MHz vy benceno»dﬁ. Se muestra solamente la

region de campo alto.
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Figura II.A.- Valores de desplazamiento quimico del acido
Grqndif]orénico observados en 200 MHz en los disolventes

seralados.
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Figura IT.5a.- Espectro de Correlacidon Heteronuclear Indirecta de
acido Grandiflorénico mostrando la region de bajo campo de ]3C y su
interaccion con la regidon alifatica de ]H. La Tinea indicada corres-
ponde a las asignaciones de los grupos metilo. Las interacciones a, b,
¢ y d corresponden a: (a) CO,H-H(5), (b) CO,-H(3)beta, (c) C(16)-H(15)
y (d) ¢(16)-H(14)alfa.
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50 40 . 30 20
Figura II1.5b.~ Espectro de Correlacidon Hetronuclear Indirecta de acido
Grandiflorénico mostrando Tas interacciones de la region alifatica de
]3C y ]H. Las lineas Tlenas corresponden a las asignaciones y las in-
teracciones (a) y (b) a sefales ya conocidas y discutidas en el texto.

(a): C(14)-H(7)beta; (b): C{20)-H(5).



Andlisis del Espectro de 400 MHz en Cloroformo-d, (Figura 11.6).

Las sefalec de campo bajo corresponden a H-11 y  {2)H-17 (gis y trans! con
desplazamientos 5.33, 4,91 v 4.79 ppe respectivamente.

H-13 (2,763 ppm)  también produce una sedal triple por tener un acoplamiento
vecinal similar con los hidrdgenos del metileno C-12., H-15 (2.60 ppm, d) tiene
menor resclucidn gue en el espectro  en benceno-ds y solamente se observa su
acoplamiento (14 Hz).

L 4

H-6 tecuatorial, 2.50 ppm) es una sefal wmiltiple y uno de los protones H-12
(2,42 ppm, ddd, J=17, &, 3 Hz)  omuestra todos losz acoplamientos gemelos vy
vecinales posibles siguiende la regla de multiplicidad de primer orden n+l con
tres protones, produciendo un  total de ocho sefales, H-13 (2,17, dt, Jd=16, 3
Hz) y H-3 (2.14, dm, J=14, 4 Hz) aparecen parcialmente sobrepuestos.

Entre 2.2 y 1.80 ppm =e ohserva una sefal mlltiple correspondiente a cinco
protones cuyos desplazamientos no son discernibles de este espectro., Estos sin
embargo, fueron obtenidos del espectro HETCOR y son respectivamente 1.98, 1,97,
1.92y 1.B9 y 1.85 ppm. ‘

H-5% (1.63, dd, J=11, % Hz), H-14 alfa (1.461, ddd, J=11, 4, 1 Hz) y H-14 bheta
{1.48, dd, J=11, 2.5 Hz} son discernibles en la regidn de baja frecuencia,
mientras gue H-2  (1.49 ppm) vy H-B (1.44 ppm) no pueden ser distinguidos
claramente en el espectro.

Finalwente, H-1 (1.25 ppm, dt) y H-3 (1.01, dt, J=14, 4 Hz) tienen sohrepuestas

=

lag senalec de los grupos metilo C-18 y C-20 respectivamente.

a o singulst
i

d=doble o doblete, t=triple o triplete, dd=dohle
ople de tr m=

E g
ples, miltiple o multiplete.

[ S
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Figura II.6.- Espectro de
400 MHz, CDCI

]H de acido Grandiflorénico.
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trilisis de: Espec*r- de 400 MHz =~ Benceno-de (Figura !1.7).

1 gspectro de SMN de 400 se analizan a continuacidn en el sentido
cr frecuencia. :
g encuentra la sedal de H-11. Su forma es aproximadamente de un

m
En 5.195 ppnm 5
us acoplamientos vecinales con los dos hidrdgenos de C-12 son

triple porque
muy similares.,
En 5.01 v 4,93 aparecen los dos hidrdgenos del metileno terminal, anchas,

n

debido a los acoplamientos al{licos.

Er 2.72, H-13 produce una sedal triple. En 2.6& y 2.43 aparecen como un
miltiple sohrecuesto, laz sefales de H-15 y H-6 cuyn acoplamiento no  es
discernible directamente del =spsctro,

Los hidrdgenas H-12 (J=16, 5 y I Mz), H-3 (J=13.5 Hz) y H-13 {J=16, 3 Hz) se
chservap comg dd<, dm v dt respectivamente. H-12 {(2.02 ppm) y H-2 (2.04 ppm) se
enctusntran sobrapusstos, H-7 (1,96 ppmd, H-1 ({i.Bédppm)} v H-6 (1.8 ppm)
{desplarasientos sstahlecidos mediante HETCOR! conforman un grupo de sehales
conple;o.

H-5 (1.38 ppm, Jd=11, 9 Hz}, 4-14 alfa (1.%4 ppm, J=1!, A, 1 Hz) y H-14 beta
{1.46, dd, j=1i. 5 Hzi son

H-2 (1.405 ppm. Jd=it, 2 Hz (1.34 ppm, dd, J=13, 9 y 1.8 Hz} procducen
senales anchas zera dizcerni

En 1.13% aparece H-1 con un [ de CH3(C-20! spbrepuesta y finalmente se
observa ©-18 en .12 ppm. 3¢ hacerse notar que la posicidn relativa de los
metilos s2 revierte al pasar de benceno a cloroformo, siendo mas afectado C-18.
Esto se debs a que los masz drdsticos efectos anisotrdpicos causades por el
disolvsste, ccurren cerca de! sitic de asociacidn mads fuerte entre éste y el
soluto, = ste caso, el gruzo carboxilo.

H-3 (0,81 pm t =13.%, 4 Hz)} se observa enp up valor de frecuencia
particuiarmen talto campo! tamhien comc resultado de efectos
anisotrds ientszz de la molécula de benceno gue se asocia con el
orotan Ac carhoxzilo,

En la +: : 1lustra con sus respectivos valores numéricos de
desolazam quimico a los hidroGenos de cada posicidn en la molecula,
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Figura 1I1.7.- Espectro de acido Grandiflorénico.

400 MHz, beﬁceno—d6




38

I 1 i T 1 [ 1 ' I I [ 1 i 1 T i I ! I I I I ’ ! I [ [ | 1

0.90 0.85 0.80 0.75 0.70 .65 PP}

Illil4]][!1!;]!li[(lli]‘ll‘ll|lllllilligillllllll]llllllFTlillll

2.8- 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 PPM
17 17
” JVLJ\
l_[llIIlllII]Illlll!llllllIIIllI]lliI]Il!l|ll
5 20 510 5.00 4 90 PPM

Al



pndlisis del espectro COSY de 400 MHz en cloroformo-d,, (Figuras II.8B a,b,c,d}
Conectividad de los hidrdgenes 11, 12 y 13 (Figura II.8a).

La sefal de campo mas bajo, en 5.5 ppm corresponde al protdn vinilico H-11.
Spbre la diagonal se encuentra un contorno con ese desplazamiento, Tanto en el
sentido vertical como en el horizontal,a partir de éste, se encuentran otros
contornos que revelan las conectividades de dicho nucleo con sus vecinos.
Asimismo, la posicidn de los otros contornos corresponde al  desplazamientio
quimice de los nlcleos que participan en la interaccidn.

Las interacciones se confirman al unir los contornos simétricos sobre la
vertical y la horizontal, definiendo "cuvadros de conectividad”. Asi, de la
Tabla II.1, se puede deducir lno siguiente:

a) se sabe gue existe un grupo =CH, cuyoc hidrdgeno tiene su sehal en 5.5 ppm.

b) existe un CHa ('S0 = 37.91 ppm) cuyos hidrdgenos se encuentran en 1,98 vy
2.42 ppm. La horizontal trazada a partir del contorno schbre la diagoenal en 3.3,
muestra los tontornos de interaccidn precisamente spbre estos dos
desplazamientos reflejande de ssta manera la interaccidn del C-H con los dos
hidrdgenos alfa y beta del metileno vecino. Con ello se define un cuadro de
correlacidn inicial.

c} este metileno tiene a su vez otras interacciones con un  grupo VECino
protonade como pusde observarse a lo largo de las verticales en 1.9 y 2.42 ppm.
Ambos contornos, tambien simétricos, forman parte de un segunde’ cuadro de
correlacidn que invelucra la sefal sobre la diagonal en 2.77 ppm. En la Tabla
11.1, se encuentra un C-H cuyo 'H tiene precisamente ése desplazamiento. Con
ello, se identifica el tercer grupo CH¢n, v se define el fragmento:

- LH - CHa - CH -
(1Y (12) {13)

A partir de estos datos se pueden buscar conectividades adicionales:
Conectividad H-12, H-13, H-14 y H-15. (Figura II.Bb):

d} Al prolongar la vertical vy horizontal a partir del contorno en la diagonal
en 2.77, se genera un nuevo cuadro de correlacion  involucrande dos nueves
contornos en 1,48 ppm y en 1.61 (este (Gltimo se observa al aumentar la ganancia
del espectroc y solo se indica en el espectro). Estos dos a su vez, tienen una
interaccidn clara y definen otro cuadre de correlacion. Al revisar la Tabla
I1.1 se corrobora que existe un metileno cuyos hidrdgenos tienen ésos
desplazamientos. Con ello se establece la cuarta conectividad gue permite 1la
postulacidn del fragmento:

CH ~ CHz - CH - CHz -

faltando asignar el otro grupe que esta unido al pentltimo metino sp®. Dado gue
no se chserva otra correlacidn de este, aun empleando ganancias mayores, puede
asumirse gue seg encuentra unidp a un carbono cuaternario.

Cabe recordar que loscarbonos cuaternarios no produciran ningdn contorno en el
gspectro de correlacidn heteronuclear directa (HETCOR) mientras que en =1 de
correlacidn indirecta si pueden mostrar su interaccidn a dos y tres enlaces con
hidrdgenos mds lejanos,

e s sw mea s
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Conectividad de los metilencs H-14 y H-13. (Figura 1I.8c)

Biguiendo la misma lipea de razonamiento, el coentorno en 1.48 define un tuadro
de correlacion con el contorno schre la diagonal en 2.60 ppm  y a su vez, se
observa la siguiente correlacidn de este dltimo con el cortorne en 2.17. Ambas,
corresponden a los desplazamientos quimicos de los hidrdgenos del metileno C-1§
comp 58 ve 2n la Tabla I[I.1, soclo se aprecia el acoplamiento del CHa -15 con
uno de los hidrdgenos de C-14 ya que el experimento estd optimizado para la
deteccidn de constantes de acoplamiento mayores a 5-6 Hz, En consecuencia, uno
de lcs hidrdgenos de C-14 tiene acoplamientos muy pequedos o nules con les
hidrigenos de C-15.

Conectividad H~1% - H-17 (Figura [I.8d).

Como pusde apreciarse la Tabla II.1, los das protones en 4,78 y 4.89 ppm forman
parte de un grupe metileno (C-17) de tipo sp2, Ambos protones forman entre si
el cuadro de correlacidn correspondiente, Ademds, ambos muestran una conexion
comin adicional con otros dos protones en 2,40 y 2,17 ppm, que corresponden a
los desplazamientos de los protones de C-15.

La conectividad de H-1, H-2 v H-3 es mejor observada en el espectro CD8Y
determinado en benceno y se discute mas adelante.
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Figura 11.8 (d)

ESPECTRO DE ACIDO KAURADIENOICO
CDC13, 400 MHz
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Anilisis del espectro COSY de 400 MHI en benceno-ds. (Figuras II.% a,b,c,d)

La infarmacion scbre la cartidad y tipo de nicleos de carbono y de npidrdgeno se
chitiene con relativa facilidad del espectro de carbono totaleente desacoplado,
del espe~tro DEFT vy del evperimento HETCOR directo. Estos dates se muestran en
1a Tabla 11.2 a continuacidan:

TRABLA XII.2
GRUPOS NUMERD HIBRIDACTION
CH.; 2 2 Sps
CH2 9 g sp® vy 1 sp2
CH 3 2 sp2y 1 sp2?
G b 3 sp® , 2 sp2 v | COOH

Conectividad de los metilerns !, 2 y 3 (Figuras I@.%a v II.,9b).

La blsqueda de conectividades puede iniciarse a partir de la seRal en 0.B! ppn.
Esta corresponde a uno de los hidrdgenes de un metileno cuyo carbone se
encuentra en 3B.36 ppm v muestra un cuadro de correlacidn bien definido con
otra seizl sobre la diagonal en 2.22 ppm f{el del wotro hidrogenc). Esas dos
sefales corresponden a la posiridn de los hidrdgenos del metileno en la
posicidn 3 (Tabla II.1L. ¥ fueron asignadas camo  3-beta Y J-alfa
respect:-amente. El Altims muestra conexiones ulteriores a travéds de sus
contornos sobre la horizantal con los siguientes desplazamientes ¢ 2,04, 1.84 vy
1.42 ppm. Los contornos en 2.04 y 1.42 corresponden a los desplazamientos de
los dos hidrogenos de otro metilenc (C-3) unido al primero {(C-2), uno beta vy
otro alfa. En el cuadro de correlacion que une a ambpns, se encuentran otros dos
contornos en 1.84 y 1,15, v que corresponden a los desplazamientos de los
hidrdgenos de un tercer met:leno (-1} unido al anterior {(C-2).

Sin embargo, en el andlisis de la secuencia es necesario conocer la relacidn de
conectividad de los metilenns respecto a C-18 y C-20. Para ello se acude al
experimento de correlacion heteronuclear indirecta y se puede postular ahora la
relacidn canectiva siguianta:

(1} (24
CHz - C - CHs
# (10)
(2) ChHa
%
CH, - C(COOH, CHs) - C -
(3) {4] {3}

Dada la relacidn comun de los grupos metilo hacia C-5 deducida del experimento
de correlacidn heteronuclear indirecta, también se puede establecer 21 primer
fragmento anular:



CHz - € - CHs

¥ ¥ )
CH> ° EREEEEE R RSB RRRARLS
L %

CHz - C(CODH, CHs) - C(H) - .

Conectividad H-5, H-6 y H-7. (Figuras II.%c y 11.9d}.

El metino C-5 tiene su sefal en 1.58B ppm. En el espectro COSY se observan sus
relaciones con dos contornos en 1.80 y 2.66 que corresponden a los dos
hidrogenos de un metileno vecino (C(6), Tabla 1I.1). Respectivamente, estos
hidrogenos son 21 &-beta y é-alfa, A partir de la horizontal de 4-beta, se
pueden observar las correlaciones con los contornos en 1.96 y 1,34 que
corresponden a los dos hidrdgenos del metileno C-7 en la secuencia. El espectro
2.9c muestra las conectividades de toda la regidn alifdtica. Las conectividades
'H - *H gue son evidentes en este espectro son: 13-18a14as 18a1¢a = l1Bbetasy
13a1¢a - 18netay 10a1va — ldbata; 122102 ~ 12beta ¥ 12a1¢a — {3oatas

En la figura II,9d se sefalan conectividades adicionales ya conocidas.
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Figura 1I1.9 (b)

ESPECTRO DE ACIDO KAURADIENOICO "COSY"
C6D6’ 400 MHz

Conectividades H -'H: 1, 2y 3
Conectividades (2-3) y (1-2) observadas
con mayor ganancia
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Figura 1I.9

ESPECTéO "COSY" DE ACIDO KAURADIENOICO
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Figura 11.9 (d)
ESPECTRO COSY DE
ACIDY GRANDIFLORENICO

400 MHz, benceno—ds.

Conectividad Gnereal: 11,13,13;
1,2,3; 5,6,7.
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Espectros Ze Lorrelacion keteronuclear 'SC - 'H Indirecta.

Para el anédlisis de canectividades indirectas entre nicleos de carbono e
hidrdgenc, la programacidn ("software") del espectrdmetro permite la edicidn de
pspectros unidimensionales en la escala del hidrdgeno, cuyas sefales amuestran
el desplazamiento de aquellos nlcleos que se encuentran a dos y tres enlaces de
distancia del atomo de carbono seleccionado.

Para ello, se eaplea un rcursor grafico gque se posiciona sobre la escala de
desplazamientos quimicos de 'S0 exactamente sobre cada una de las sefales cuya
interaccidn indirecta se desea investigar. La sequnda escala solamente muestra
las sefiales de aguellos nucleos de 'H que tienen la relacion de distancia para
la cual fue optimizado el experimento.

Asi, cada sefal en la escala de desplazamientos de '*SC  tiene interacciones gue
se observan como centornos en la escala de *H. Estas interacciones del espectro
bidimensional pueden ser editadas unidimensionalmente en la forma usual de los
espectros de rmn, de manera que cada sefal de 'SC tiene .un espectro de 'H
asociado,

La realizarcion de este experimento en dos disolventes aprovecha la ventaja de
que algunos desplazamientos quimicos del *H varian sustancialmente por efecto
de la anisotrop{a del disolvente mientras que los correspondientes de *3C se
mantienen prdcticamente sin cambio. En algunos casos, se observan las
interacciones de los hidrdgenos directamente unidos al carbono de interés, pero
estas sefales pueden ser diferenciadas con relativa facilidad. Ello es un
defecto que puede ser eventualmente resuelto con la optimizacidn de los tiempos
de retardo y ese trabajo es objeto de otras investigaciones.

El espectro de correlacidn indirecta de cada Aatomo de carbono del Acido
Brandiflorénico, tanto en benceno como en cloroformo deuterados, se discute a
continuacion en orden decreciente de frecuencias {o en aumento del campo
magnético) omitiendo, cuando se observa, la interaccién directa:

Espectro de Correlacion Indirecta en Cloroformo-d,. Figura 11.10 a-e.

En el espectro de correlacidén indirecta (figuras II.10 a-e), se observa
tacilmente la interaccion C(B) - H{11). De manera similar, se observan sehales
en las posiciones correspondientes a los hidrdgenos H-13, H-15saca; H-7 ar¢a v
beta, H-14 .1¢a y bwta. Hiendo C~8 un carbono cuaternario y conociendo las
ronectividades previas, la unidn al otro carbono cuaternario €-9 conduce a la
postulacidn del siguiente fragmento estructural:

= C(H) = C{Hz) = CIH)—m=mmmmmmmmoom e C = ClHa)
* ¥
% #
C(Hz) - C(B) =----- C(Ha)
*
C-9

Por ejemplo, conociendo el numero total de carbenos tetrasustituides, metinos,
metilenos y metilos, junto con las evidencias de unidén previas, es posible
establecer la conectividad enptre C-8 y €-9 (son los unicos carbonos
cuaternarions restantes). De estos dos, solo la sefal correspondiente a C-9
recibe la magnetizacidn del metilo C~20 (junte con £-10, C-1 y C-5), En cambic,
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L-8 recibe sficientemente la magnetizacion de h(11) -a gu= se epiuentran casi
en un plano, El fragmento se puede construir de la siguiente manera:

= C(H) = ClHa) ~ CfH)-———mmmmmmmmm e £ = C{Hz)
¥ ¥ .
# ¥ *
¥ CiHz) - C(B) --——~—~ C{Hz)
3 %
HEFRFRAFERERR AR R RN Rl -9

En los siguientes pdrrafos, se especifica la informacidn contenida en cada uno
de los trazos obtenides para cada sefal de '3C. Los espectros de correlacidn
indirecta fueron obtepidos tratando de minimizar sus tiempos de acumulacidn vy
sin optimizar los tiempos de retardo A ; y A 2. Los espectros normales
unidimensionales cohtenidos en 400 MHz muestran por una parte que el uso de un
Camnpo magnéticu de mayor intensidad ayuda en la separacién e identificacidn de
algunas serales, pero por otra, que aln en esas condiciones, existen sedales
que continflan sobrepusstas y gue con les enfogues usuales seria imposible
asignar con seguridad, Entre los desplazamientos quimices de los espectros  en
200y 400 MHz existen diferencias que fueron atribuidas a efectos de
concentracidn de las muestras pero el orden de aparicidn de sehales no se ve
alterado.

Los pardmetros experimentales utilizados para este experimento son los mismos
que se aplicaron utilizando benceno-de, como disolvente. El orden de aparicion
de sefiales en el espectro de *SC no se altera y el anflisis se hace enfatizando
aquellas sefales que son claraments discernibles de acuerdo a 1a relacidn
senal /ruido de cada trazo.



Descripcién del Espectro de Correlacion Indirecta en Clorofermo-d,. (Figuras
I11.10 a~-e) :

eta.

£-19 carbono carboxilico, interacciones con H-5, metilo H-18 b
H-12 ({senal

y H

C-9 carbono cuaternario sp?, interacciones con H-15 alfa, H-8

sobrepuestal), H-14 y metilo .H-20
-11 carbono cuwaternario, interaccicnes con H~13, H-12 alfa y H-12 beta.
£-17 carbono del metileno terminal, sp®, interacciones con H-15 alfa y H-13
beta, '
15 carbono secundario, interaccion con un proton H-17.
-5 metino, interacciones con H-3 (ecuatorial), H-7 y H-1 sobrepuestos, H-7
beta, metilo H-18 y metilo H-20,

C-14 la conectividad indirecta de este ndcleo no se mapifiesta cop buena

relacidn sefal ruido y no es aprovechable.

4 carbono cuaternaric sp®, interacciones con H-5, H-2 y metiloc H-18.

-8 carbono cuaternario, interaccion con H~11, H-15 alfa, H-6 beta, H-13 alfa,

H-7 alfa, H-6 alfa y H-14 alfa y beta parcialmente sobrepuestos.

C-1Z metino, interaccidn con protdn H-17 de campo bajo. No se aprecian otras
interacciones de importancia.

£-1 carbono secundario, interacciones con H-3 alfa y el metilo H-20.

C~10 carbono cuaternario sp®, interacciones con H-5, H-1 y H-2 parcialmente
spbrepuestos y metilo H-20.

C-3 carbono secundario, interacciones con H-1 y metilo H-18.

C~12 no se aprecian interacciones con buepa relacidn sefal/ruido.

£-7 carbono secundario, interacciones H-6 y  H-15 alfa parcialmente

sobrepuestos, H~15 bheta y H-6.

C~18 metilo, solo se aprecia su propia interaccion suficientemente fuerte como
para aparecer en el espectro,

£-20 carbono del metilo H-20, interaccitn con H-3 y H-1

-2 carbono secundario, interacciones débiles con H-

C-6 carbono secundario, interacciones débiles con H

-3
b4

k1
-7 alfa y beta.
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Figura II.10 (b)




Figura II1.10 (c)
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Figura 11.10 (d) 7
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Figura I1.710 (e)
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Descripeidn del Espectro de Correlacion Indirecta en Benceno-de., (Figuras I1.11

a”"E’) .

9 carbono carbox{lico, interacciones con H-5, H-1B y H~3 heta.

carbono cuaternario, interacciones con H~-15 alfa, H-12 alfa, H-15 beta vy
H-14 alfa.

carbonp cuaternario con interaccienes wmiltiples hacia H-19 alfa, H-12
alfa, H-15 beta, H-14 beta, H-7 beta y una muy intensa con C-20.

las interacciones mids importantes de este carbono ocurren con H-13, H-12
alfa y H-12 beta.

carbono cuaternario, interacciones con H-15 alfa y H~15 beta.

rarbone secundario, interacciones con H-17, H-7 alfa y H-14 beta.

carbono terciario, interacciones H-6 beta, H-3 alfa, H-1 alfa, H-7 beta y
una interaccidn comin hacia los metilos H-18 y H-20.

carbonp secundario, interaceidn H-15% alfa, H-12 beta {(dudosa).

carbono secundario, interaccidn con H-6 betay, H-3 alfa, H-5, H-2 alfa vy
metilo H-18.

carbono tuaternario, interacciones con H-11, H-13, H-15 beta, H-7 alfa,
H-14 alfa y beta y H-7 beta

metino, interacciones con H-11, H~17,

carbono secundario, interacciones con H~-3 alfa, H-2 (dudosa) vy una muy
intensa con el metilo H-20,

carbono cuaternario, interaccionegs con H-11, H-1 alfa, H-6 alfa. H-5, H-2
alfa y-una muy intensa con el metilo H-20,

carbonp secundario, interacciones con H-2 beta, H-1 alfa y una muy intensa
ton el metilo H-18, :

carbono secundario, interacciones con H-14 alfa y beta.

carbono secundario, interacciones con H-13 alfa y/o H-6, H~-15 bete vy H-14
beta.

metilo, solo se observa su propia sefal ya gue su interaccion directa es
tan fuerte que domina sobre todas las demds.

metilo, interacciones con H-9 y probablemente H-1 beta.

carbone secupdario, interacciones con H-3 alfa, H-1 alfa H-l beta y H-3
beta.

carbono secundario, interaciones con H-7 beta (?), H-3 (?) y H-7 beta (7).
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Figura II.11 (b) C-14
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Figura II.11 (c)
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Figura I1.11 (d)
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Figura II1.11 (e)
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Parte Euperimental

tg =1 material vegeta er el campus de Ciudad Unmiversitaria y e

identi?i:c hotdnicamente quardd jﬂ:E sspecimenes de muestra em 21 herbario
IMS5M. 1167 g de hojas de ho;as secas, molidas, fueron maceradas en porciones
de 41 de Ster de petrblec a temperatura ambiente por periodos de 4 dias, G&e
separd el s6lido por filtracién y se evapord el disolvente a presion reducida
en la forma usual,
£l residup obtenido al cabo de tres extracciones fue de 97 g. (B.B%). La
extraccidn fue intentada tambi®n utilizande n-hexano pero ze observd gque al
emplear este disolvente se estraen simulténeamente gran cantidad de clerofilas,
£osa que no oacurre con el  éter de peirbleo ligero {p. eb. 40-507),
Posteriormente se disolvid 21 extracto en acetona para precipitar las ceras,
las cuales g eliminaron opor filtracidn. E£sta eperacifn se repit1d usando
metancl con el mismo propf ., Con el segundo disalvente la precipitacidén fue
muche menos abundante pero su composicidn resulto ser prdcticamente la nmisma
como se ohservé al comparar los espectros de rmn de los precipitados crudos.
Después de cada precipitacidn, los disolventes fueron eliminados en rotavapor.
El residuo presentd consistencia viscosa y color pardo oscuro,
Cromatografia en columna.- Se pesaron 400 g de sflice anhidra de malla 70-230
(Merck) y se colocaron en  un matraz erlenmeyer de 2 L. En otro recipiente se
pusieron 2 L de acetona anhidra a la cual se afadid una cantidad de agua
correspondiente al 5% en peso de la silice utilizada. Se afadid en una sola vez
el disolvente a los 600 g de silice agitando esporddicamente, y se dejd reposar
la suspensifn durante una hora con agitacién eventual. Se filtro la silice y se
elimind e! exceso de acetcona en rotavapor. Se suspendid la sflice desactivada
en hevano destilado vy se procedid a empacar una columna cromatogréfica de
vidrio d=  aproximadaments 5 cm de didmetro y | m de longitud, Fara la
separacién se utilizéd una alfcuota de 10 g del extracto disuelta en una pequeha
cantidad de hexano., Se sluyd inicialmente con hexano y después con un gradiente
de hexano:acetatoc de etilo hasta la proporcifn 85:15, Se obtuvieron de ©cesta
manera cerca de 40 fracciones (100 nL) habiéndose iniciado 21 gradiente a
partir de la fraccidn 9. Se obtuvp aretato de taraxasterol en las fracciones
9-13 y &cide Grandiflor®Bpico en las fracciones 19-25. E1 procedimiento seguido
con las primeras fracciones se detalla en la parte experimental correspondiente
al acetato de taraxasterol. Las fracciones 19-25 fueron agrupadas despubs de
comprobar su similitud cromatogréfica por cromatografia en placa delgada de
sflice, =eluyendo con el sistema hexanoracetato de etile::85:10. En las
fracciones agrupadas, cristalizd espontaneamente una parte de dcido
Grandiflorénico. Se agregd una pequeia cantidad eter de petrbleo al recipiente
y se dejd reposar 24 h a -10° con lo cual se logrd una mejor separacién de los
cristales. Se recristalizd de mezcla de éter de petrdleo y éter =tilice 70:30,.
El compuesto IV pudo ser cuantificado tambien por cromatograff{a l{guida de alta
eficiencia {32). Se determinaron sus constantes espectroscopicas de
ultravioleta, infrarrojo, rmn vy espectrometria de masas, vy rasultaron
précticamsnte idénticas a las descritas en la literatura,

i

m

Los espectros de rmn en 90 MHz se determinaron en el Departamento de Oufmica
Analftica de la Divisidn de Estudics de Posgrado de la Facultad de GQuimica,
UNAM, en un equipo Varian EM-390, a temperatura del "probe" de 32° usando CDCls
0 Bz-ds como disolventes y tetrametilsilano como referencia interpa. Los
espectros de ramn de 200 y 400 MHz se determinaron en equipos Varian XL-200 vy
XL-400 del Departamento de Qufmica de la Universidad de Teronto. La temperatura
del "prabe" Ffue 20° empleands la programacién estandar incluida del equipo,

Los espectros de correlacion heteronuclear se obtuviercn empleando wuna anchura
espectral de 1009 Hz en cada dominio (ca. & 0.35-5.5), una matriz constituida de
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512 por 512 puntos, la modificacidn de 2%5& incrementos en el tiempo, y Lé
acumulaciones por cada DIL (FlD= Disminucidn Libre de la Induccidn). El segundo
pulso de mezcla para la secuencia homopuclear {(de Jeener) (24) se fijd en b0°
que corresponde a una duracién de 5.2 us, como recomiendan Bax y Freeman (33).
Los espectros de correlacidn heteronuclear normal se determinaron empleando una
anchura espectral de 3200 Hz en el primer dominio (*3C, ca. 10-120 ppa) y 1000
Hz en el =egundo {(*H, c¢a. 0.5-5.5 ppm), una matriz de datos de 2048 x 3512
puntos, con 128 incrementos de tiempo, 128 transientes por FID y una funcion
exponencial de ensanchamiento de 2.5 Hz en cada raso. Los experimentos de
correlacidn heteronuclear s= llevaron a cabo en CDCls wutilizando £,=0.05 5 vy
62=0.033 s. El primer experimento requirid una anchura espectral para 3C 2500
Hz (ca. %10-60 ppm) y 300 Hz en el domipnio de *H {ga. 0.3-3.0) y una matriz de
datos de 2048 »x 512 puntos mientras que el siguiente experimento difiere
splamente en el uso de la anchura espectral de '*C de 9000 Hz {(ca. 10-190 ppnm)
para poder incluir el grupo ~COOH y los carbonos cuaternarios C(sp2). Debe
hacerse notar que el! primero de los dos espectros modificados no es
estrictamente necesario y se llevd a cabo principalmente con propésitos de
presentar un espectro de *3C con muy buena resolucidn digital en la regidn
alifdtica asi como para una mejor presentacidn grdfica. Todos los experimentos
heteronucleares fueron llevados a cabe en tubos de 10 mm de diametro, con 200

mg de sustancia en ca, ? mL de CDCls o CeDs. Los experimentos de correlacion

homonuclear se llevaren a cabo en tubos de 5 mm empleando alicuotas de 1la
disolucidn preparada para los experimentos anteriores.
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CAPITULD IXX
La Estructura del Taraxasterol.

Generalidades.

El acetato de taraxasterol es un compuesto ubicuo dentro del reino vegetal. Su
estudio obedece a que se obtuvo en cantidad abundante de M. tomentosa (20} ¥
mostrd espectros complejos de rmn de *H y de *SC. Por ello se considerd de
interds aplicar las técnicas modernas de la rmn para correborar las
asignaciones espectrales que para algunos atomos de carbono parecieron dudosas
o para los cuales la asignacidn previa tenfa la posibilidad de una asignacidn
ambigua. Al comparar los espectros ir y de rmn de 'H (34) y de *3C (35), asf
como los puntos de  fusidn {34, 34) descritos para esta sustancia con los
obtenidos en este trabajo, se observd la précticamente total coincidencia de
ellos. Sin embargo, resultd evidente que seis de las asignaciones previas del
espectro de '3C postraron ser errfneas y en el espectro obtenido en 400 MHz las
constantes de acoplamiento observadas para el anpillo E mostraron falta de
consistencia con la esterepquimica propuesta para esta sustancia. Por otra
parte la formula empirica determinada por espectrometr{a de masas (CszHazp)
mostrd corresponder adecuadamente a acetato de taraxasterol V.

(V1)

germanicol

ACO”

Figura III.A

Adicionalmente, se recurric al estudio del compuesto por cristalograffa de
rayos-¥ para corroborar la estructura derivada de los datos de rmn, asi como
para postular una correccidn definitiva a la estructura descrita en la
literatura (2Z7)., Ep este case se pude demostrar la utilidad de la secuencia
bidimensional INADEQUATE, con la cual fue posible llevar a cabo una asignacién
completa y no ambigua del espectro de *3C. Sobre esta base, se decidié llevar
a cabo el estudio detallado de estaestructura que se describe a continuacidn,

Resultados y Discusiodn.

Reasignacidn del espectro de *3C del Taraxasterol.

Se aplicd inicialmente la técnica de edicidn espectral DEFT (7) para obtener el
espectro de '*C mostrando selectivamente los grupos CH, CHz y -CHs. Asi se pudo
identificar rdpidamente el tipo de Atomos de carbono en términps del nimero de
hidrdgenos unidos a ellos (figura I11.1). De esta medicién fue evidente que
seis asignaciones previas del el espectro de *SC del acetato de taraxasterol se



encontraban asignadas incorrectamente (ver Tabla III.1}. La asbiquedad en
principio podria deberse a la asignacidn incorrecta entre tres pares de
carbonos aunque no era posible distinguir si esas sefiales eran las dnicas con
la asignacidn equivocada y tampoco si habfa una asignacidn intercambiada entre
dos grupos -CHs. FPor ello, se considerd necesario llevar a cabo un estudio
bidimensional de conectividad *SC-33C (INADEQUATE) (27) cuyo espectro se
muestra en las figuras [I1.2a, [11.2b y IIl.2c que muestran cada par de 'SC-13C
conectados directamente como sistemas AB o AX con igual frecuencia cudntica
doble en el sentido horizontal. Cada seial doble se encuentra centrada respecto
2l desplazamiento quimico de cada *3C totalmente desacoplado de 'H, con la
particién del doble *Jgw del orden de 35 =~ 70 Hz. Cada sub-espectro AX o AB
aparece simétricamente a ambos lados de 1la linea de pendiente=2, que pasa por
un origen determinado por la frecuencia del transmisor de Rf ({"carrier®) (27).
Las conectividades se establecen de una manera muy simple, relacionado cada par
de sefales en sentido horizantal y vertical teniendo presentes las rondiciones
mencionadas arriba.

For ejemplo, cada seial de *3C en el espectro totalmente desacoplade puede
mostrar de una a cuatro seiales dobles a lo largo de la vertical que representa
el desplazamiento gquimico de dicha sefal. Cada una de las sehales dobles a su
vez, tiene una conexidn en el sentido horizental observada como otra sefal
doble, uhicada sobre la vertical correspondiente al desplazamiento quimico del
130 con el gue existe la interaccidn.

De este andlisis hubo una caracter{istica que resultd poco usual en la relacidn
de conectividades i.e, C(20) - C(19) y C(21). La =sefial del primer carbono no
aparece normalmente debido a que queda fuera de la ventana espectral elegida
inicialmente para la determinacidn y el filtro digital evita su incorporacidn
dentro del espectro. Sin embargo, C-20 mantiene su interaccidn con C-19 y C-21.
Sobre la hase de los desplazamienteos gquimicos de dichos nlicleos, ce espera que
las frecuencias cudnticas dobles sean del orden de 7300 Hz y 6150 H:z (que se
nbserva como el doble sefalado con a en la Fig. III.2a) para C-19 y C-21
respectivamente. Dado que estos picos se encuentran fuera de la ventana
espectral cudntica doble, las sehales se ven reincorporadas ("folded in") en la
regién. espectral normal con frecuencias cudnticas dobles de -4700 Hz (doble a)
y ~5850 (doble b) seRalados en la figura 1I11.2a. A la dimensidn cudntica doble
{sobre 21 eje de ordenadas) po se aplica filtro digital.

El resto de las asignaciones puede 1llevarse a cabo de manera sencilla comp se
muestra en los espectros de las figuras III.Z a, b y c. Al hacer la cemparacidn
de las sefiales obtenidas del espectroc bidimensional se observé que un total de
10 seiiales del espectro de '3C fueron asignadas incorrectamente, 1o cual
representa up error del 404 de las asignaciones de un total de 24 carbonos
aliféticos. Una posible razdm para explicar el nplmeroc tan grande de
asignaciones errbneas puede hallarse en el método de asignacidn basado en la
técnica SFORD ("single frequency off-resonance decoupling”) (35), ademds de que
este fue obtenido en 20 MHz con la consecuente reduccidn de la dispersidn
espectral. Sin embargo al obtener el espectro "SFORD" en 50.1 MHz en este
trabajo (figura III.1b), el espectro aln resulta demasiado complejo en 1la
regidn alifatica comp para confiar en las asignaciones. En la figura III.1 se
muestran los espectros editados "DEPT" y el espectro SFORD para enfatizar este
hecho. Cualguiera de las técnicas de edicidn espectral como DEPT (7), INEPT
{38) o APT (39) puede aplicarse con mayor ventaja. De todas ellas, la de nas
facil implementacidn es AFT ya gque no requiere de programadores de pulsos o
correctores de fase,

La otra fuente de posible de error es el usoc de compuestos modelo como ayuda
para la asignacidn espectral ya que se asume a priori que el compuesto modelo
tiene una estereoquimica correcta y por otra parte se requiere que los
compuestos tengan una relacidn estructural bastante cercana para que sean
validas las conjeturas basadas en esta similitud. En la asigracidn estructural
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del acetato de taraxasterol se emplearon como compuestos modelo germanicol (VI)
{40), vy lupeol (VII) {41), pero ambos poseen una notable diferencia en cuanto a
la conformacidn que tiene el anillo E. Ello sin duda tiene relacidn con el
hecho de que siete de las diez asignaciones incorrectas se encuentran en las
anillos D o £, (ver Tabla [11.2). Bimilarmente, C-12 tambidn fue asignado
incorrectamente probablemente debido a la perturbacidn que produce la cercanfia
de C(29)Hs. Mas adelante se discuten las posibles consecuencias de ello.

TaBLA TIII.Q

k1]

Sefiales de *>C de fcetato de Taraxasterilo con el nfimere incorrecto de
hidrdgenos asignado originalmente

Desplazamientoe nu® asignacidn previa

25.49 (25.4) 3 (2)

26.15 (26.1) 2 {3)

38.29 (38.3) 2 (1)

38.85 (38.8) 2 (1) J
39,15 (39.1) 1 (2) AcO*
39.38 (39.3) i (2)

@ Desplazanientos quisicos de ' relativos al THS. Los valores seialados prieero corresponden a los obtenidos en este
trabajo y los sequndos a la asignacidn pravia de desplazasientos coso aparecen en 12 referencia 35,

® thisero de protones unido al '°C corrpspondiente en el espectro DEPT editado. Los valores de la asignacion previa
provienen de la referencia 3 y fueron obtenidos del emperimento SFORD.
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TeBLA IYI.2

ASIGMACION FINAL TAEULADA DE LAS SEWALES DEL ESPECTRO DE CONECTIVIDAD

l;".C,..lSC‘
CARBOND= DESPLAZAMIENTO® CARBOND DESPLAIAMIENTO®
cien 38.44 (38.4) ce17) 34,33 (34.4)
C(2) 23.70 {23.6) £ 48.63 (48.6)
C{3) 80.96 (80,.8) ca 39.28 (%9.3, €(22))
£4) 37.79 (37.7) €20} 154.64 (154.4)
M) 35.40 (33.4) cez21) 25.61 (23.5, C(12))
Cta) 18.18 (18.1) C(22} 38.85 (38.8, C(13))
Ct7) 33.99 (33.9) Ci23) 27.94 (27.8)
c 40.91 (40.8) £(248) 16.31 (14.4)
c(9) 90,39 (50,3} £(25) 16,34 (14,2, C{2b6))
C{10) 37.04 (37.0) C(24) 15.89 (15.8, C£(25))
cuin) 21.46 (21.4) £ez7 14.72 (14.6)
£(12) 26.15 (26.1, Ci28)) £(28) 19.49 (19.4, C(29))
C{13)} 39.15 (39.1, C16)) ce29) 25.49 (25.4, C(21))
ci14) 42.03 (41.9) £(30) 107.12 (107. 1)
£aLs) 26.64 (26.8) #CHsC00 21.33 (21. 1)
Cits6) 38.29 (38.3, £(i9)) CHs+COOH 171.01 (170.8)

@ Nugeracion coap se indica en la figura 1LA

Y Desplazamiento quimico de las sefales de '3C en CDCI; relativo al THS como referencia interna. Los valores iniciales
corresponden a los obtenidos en este trabajo y los valores en paréntesis provienen de la referencia 35. Las sefales ron
asignacicn incorrecta se seRalan entre pargntesis. Por ejesplo: <Z6.1, CI28)) significa e C{12) se asignd previasente
coan £(28).

Determinaci6n de la configuracidn relativa y la conformacién del fragmento
taravasterilo por el método de difraccibn de rayos-X.

La estructura aceptada para el taraxasterol es 3-beta, 18-alfa, 19-al+a,
urs-20{30)-en-3-pl donde se asigna al grupo metilo de C-29 1la orientacidn
ecuatorial y sp asume que el anillo E tiene la conformacibn de silla (37 y 42).
For otra parte, el espectro de rmn de *H del taraxasterol tiene caracteristicas
que estdn en desacuerdo con la estructura mencionada. Asi, el espectro en CaDe
muestra los protones alflicos claramente diferenciados del resto de las sefales
de *H (figura 1II1.3). Al desacoplar selectivamente (con irradiacidn de baja
potencia) =l doble correspondiente al metilo de C~29, uno de los miltiples se
redujo a un doble con Jdu-w=6.5 Hz. Dicha sefal deberfa corresponder a H-19 gue
muestra el acoplamiento vecinal coan H-18 y de ahi,se concluirfa que se trata de
un acoplamiento anti (diaxial) de acuerdo a la estructura originalmente
postulada. Sin embargo, la magnitud de Juciermersr parece estar mas de acuerdo
con un acoplamiento gauche faxial-ecuatorial), como se observa en el caso del
metilenciclohexano, donde Jucar-mear=13.8 ¥V Jncarmemr =4-5 Hz (43). Adn mas, en
el taraxasterol gl desacoplamiento selective de los hidrdgenos del metileno
£-30 revela gue el acoplamiento de dichos protones con H-19 es prétti:amente
igual a cero. 8i H-{9 tiene wuna orientacifbn axial, debe esperarse un
acoplamiento alf{lico médximo i.e. 2-3 Hz, mientras que si la orientacidn de H-19
. es ecuatorial debiera esperarse un acoplamiento cercano a cero {14),
Adicionalmente, se observa que el acoplamiento alilico de los hidrogenos
vinilicos en €-30 con los hidrdgenos en C-21, ocurre solamente con el hidrdgeno



gue se encuentra en 2.464 ppm. Estas observaciones sugieren gue el grupe metilo
C(29)Hs posee una orientacion axial o seudo-axial. :
Por tanto, se puede pensar que la estructura del taraxasterol es incorrecta y
proponer gue realmente es 3-beta, {8-alfa, 19-beta-ure- 20(30)-en-3-0l donde
C{29)Hs es axial y H-19 es ecuatorial, teniendo el anille E la conformacidn de
silla, La estructura del taraxastercl fue propuesta sobre la base de upa serie
de epimerizaciones e interconversiones coeplejas (37) lo oque pudo conducir a
conjeturas incorrectas en la asignacion de su espectro de *3C. Dadp que se
contaba con una forma cristalina adecuada del Taraxasterol, se decidid llevar a
cabo una determinacidn no ambigua de la estructura por difraccion de rayos-X.
Se encontrd que la configuracidn propuesta inicialmente para el taraxasterol es
correcta mientras que al analizar la conformacion del sistema de anillos A-D,
la forma de las ‘“sillas" se encontrd ligeramente aplanada. En circunstancias
ideales, deberian esperarse angulos de +60° y -460° y también que el anillo E
poseyera una conformacidn de bote torcido. Notese que los dngulos diedros
formados con los enlaces C(17) - C{18) - C(19) - C(20) y C(17) - C(22) - C(2%)
- £{20) tienen valores cercanos a cero mientras que C(29)Hs tiene una
crientacidn pseudo-axial (figura IIl.4),

Es importante tratar de entender porque el anillo € adquiere la conformacion
de bote usualmente menos estable., En principio no se puede ipvocar la presencia
del metilenn exocfclico y sus posibles interacciones con C(29)Hs ya que el
metilénciclohexano prefiere una conformacidn de silla distorsionada, pero no de
bote (44). Por otra parte, el grupo metilo del i-metil-2 -metilén- ciclohexano
prefiere la orientacidn ecuatorial sobre la axial por una diferencia de 1.0
Kcal/mol (45). Farece razonable suponer que la interaccidn entre C-12 y C(29)H®
fuerza al anille E a adquirir wuna conformacidén de bote dada la relativa
cercanfa de estos grupos como se aprecia en la estructura tridimensional aunque
ain en esta conformacion,la distancia entre los hidrdgenos de C{12)Ha y C(29)Hs
es de 2.46 A® lo «cual no representa una interaccidn espacial fuerte. Esta
interaccidn llegaria a ser ain menor al adquirir el anillo D la conformacidn de
silla.

Otra posibilidad que puede descartarse es la influencia del arreglo cristalino
spbre la base de los datos espectroscopicos de rayos-¥ y de ron. En la figura
III.5 se puede apreciar el enlace de hidrdgeno D(1) - H(1).,. D(2) - O(1) -
Hi1)=1.18 A®; 0(2) - H (1)=1,60 A=, 40(1) - H(1).,.. 0(2) =147.7° que involuera
al disolvente., El resto de los contactos moleculares por otra parte es débil y
los datos de rmn  sugieren que en solucidn , 1a molécula del taraxastero! posee
una conformacién muy similar a la que tiene en el estado cristalino ({ver
APENDICE de Datos de la Estructura Cristalina). : 4

El angulo diedro <H{18) - C(18) - C{19) - H(19) de 142° tiene consistencia con
el valor de SJucimrncrey =6.95 Hz observado mientras que el angule diedro
(H{19) - C(19) - €(20) =~ C(30) es de 30°, vy también es consistente con un
acoplamiento alilico cercano a cero entre el hidrogeno H(19) y los hidrdgenos
del metileno exocielico. Finalmente, todas las caracter{sticas estructurales
del taraxasterol, aparentemente inconsistentes con el espectro de rmn pueden
ser explicadas considerandn gque el anillo E posee una conformacién de bote, lo
tual también explicarfa la razdn de tantas asignaciopes errédneas del espectro
de '3C, Como ejemplo, de la secuencia de cinco atomos de carbono C{(12) - L(13)
- L(18)y - C{19) -~ ©€(29) hay cuatro asignaciones incorrectas que puede
atribuirse a la interaccidn estérica entre C(I12)Hz - C(29)Hs que introduce
perturbaciones en el desplazamiento quimico de dicha secuencia. Esto indica que
el uso de compuestos modele para propdsitos de asignacidn espectral, cuya
estereoqufmica no ha sido claramente establecida debe eliminarse siempre gue
583 pusigle. Asimismo, estos hechos muestran que el emples de correlaciones
semi-empiricas para diferenciar sefales de *C no constituye una herramienta
segura cuando los desplazamientos quimicos son muy semejantes.



Discusion

El esuectro INADEGUATE permitid la asignacidn total, no azmbigua, del espectra
de rmn de *30 del taraxasterol haciendp wuso del patrén de conectividad PSL-150,
De un total de 30 dtomos de carbtone, 24 de ellos son de tipo alifdtico y de
estos dltimos, 10 estaban asignades incorrectamente (35). Esto puede atribuirse
principalmente al empleo del método SFORD que en estos casos demuestra ser poco
confiabiis, junto con el emplen de modelos meleculares inapropiados. S5e  puede
ver fhcilmente gue SFORD puede ({y debe) ser sustituide por nétodos mds
ventajnens como son los pspectros editados APT y DEFT e INADECUATE. Ademds, un
compussts models debiera ser utilizade confiablemente para asignar un espectro
splo cuando las esterpguimicas del modelo y el problema se  encuentran
claramente discernidas., Cuando es posible, debe recurrirse al experimento de
conectividad como el gque se presenta agui (27) y cuando elloc no es posible, la
alternativa mas viable consiste en determinar los espectros bidimensionales de
correlacidn heterenuclear optimizados para la deteccion de acoplamiento “SC-1H
vecinal y gemelo (incorrectamente denominadas de "larga distancia") (10).

Se atribuye a la interaccidn C{12)Hz - C(29)Hs el hecho de que el anillo E del
Taraxasterol adguiera la conformacidn de bote distorsionado., Esta conformacidn
queda confirmada por la determinacidn de la estructura cristalina y explica las
caracteristicas peruliares del espectro de iH, tanto para I como para su
derivade acetilado.

Parte Experimental.

El acetato de Taraxasterol se obtuvo del mismo extracto de donde se aisld el
dcido Brandiflorénico (ver parte experimental del capitule II)., Las fracciones
en donde se detectd el compuests por GCF  fueron agrupadas y recristalizadas
varias veces de una mezcla de acetato de etilo y etanel (70:30
respectivamente). También se llevd & cabo la purificacidn mediante la
hidrdlisis bdsica del acetate de Taravasterol con O.IN NaDH en medio
etdnolico-acuoso, llevando a cabo una nueva cromategraffa en gel de silice.
Fara obtener una mayor vantidad del compuesto, se& tomd una alfcuota de 25 g del
extracto original y se cromatografid en wuna columna de gel de silice
decactivada con el 4% de su peso H=0. Se eluyd con un gradiente de
hexano:acetato de etilo desde la proporcidén 100:0 hasta 94:6 vrespectivamente.
Se recolectd un tetal de 25 fracciones (100 mL) obteniéndose el taraxasterol
entre las fracciones g-15. Estas se agruparaen y después de varias
recristalizaciones de etanol:acetato de etilo (aproximadamente en relacidn 7:3)
se gbtuve aproximadamente | g9 de compuesto puro, p.f, 230-232°. Los espectros
de ir y uv resultaron iguales a leos descritos en la literatura.

Los espectros de '®*C y de 'H se obtuvieren en equipo Varian XL-200 operando en
el modo pulsdtil con transformadas de Fourier y con una temperatura del probe
de 20°. Los espectros obtenidos en CsDe se obtuvieron disolviendo S5 mg de
-muestra en 0.5 al de disolvente conteniendo aproximadamente 0.1% de THE como
referencia interna en un tubo de 5 mm de didmetro. La anchura espectral fue de
2000 Hz con 32 K puntos de adquisicidny se emplearon pulsos de 90® (de una
duracién de 7 ps) con tiempo de repeticion de 8 s. Se recolectaron en total 32
adguizicicnes. Los espectros de '“C  en CDCls se determinaron empleando 150 mg
de muestra disueltos en 2 L de disclvente en tubo de 10 mm de didmetro. La
arichura espectral wutilizada fue de 10, 000 Hz con 32 K puntos de datos vy
anchura de pulsos de 7.5 ps para lograr 45°, Se recolectaron 4000 adquisiciones
con un tiempe de repeticidn=l.4 s, 8e obtuvieron cuatro espectros DEFT
eppleando pulsos delta de 45°, 90e, 90°, y 135° ron {200 adquisiciones por cada

7€



espectro {16 K v {.6 s de tiempo de repeticidn) La anchura del pulso para *H
fue de 3.7 ps. La edicién de sub-espectros se logrd empleando la sub-rutina
ADEPT (A=autpmatic) que forma parte de la programacidn del espectrdmetro.

El espectro bidimensional de conectividad *SC-*30 s llevd a cabo en un
espectrdmetro Varian XL-300 empleando 300 mg de acetato de taraxasterilo
disuelte en 2 mL de CDCls en un tubo de 10 mm de didmetro operando en 75 HHz
para **(, La secuencia de pulsos INADERUATE (27) fue preparada para deteccidn
con un pulso final de 13%®, aplicando una irradiacidn continua de banda ancha
para desacoplar el H,

Se empled una anchura espectral de 6000 Hz (80 ppm) y un tiempo de adquisicicn
de 0.170 s con  un nimerc tetal de puntos de adquisicidn en la dimensidn del
desplazamiento quimico de 2048 (2K). El nimero de incrementos en el tiempo de
evolucidn {retardo entre la creacidn de la coherencia cudntica doble y la
observacidn de la sefal) fue 128 y en la segunda transformacidén de Fourier se
empled "llenado de ceros" {"zero-filling®) sobre la dimensidn de la doble
frecuencia cudntica y 256 puntos de datos. Los interfervgramas de la primera
dimensidn fueron multiplicad os por una funcion exponencial de ensanchamiento
de 5 Hz, mientras gue la segunda se multiplicd por una de 20 Hz.

Cada incremento fue aplicado después de acumular 320 adquisiciones permitiendo
3.0 s de espera entre las secuencias para permitir una recuperacidn casi
completa de la magnetizacién de los carbonos cuaternarios. La programacidn de
tigmpos de la secuencia INADEBUATE fue calculada y aplicada mediante el
programa CCC2D {Carbon- Carbon- Connectivity) considerando un valor de 37 Hz
como promedio de la constante de acoplamientoc !3(C-350C, Este régimen de
adquisicidn requirid de un tiempo total de 36 h.

Fara la obtencidn de un monocristal del taraxasterol se hidrolizaron 250 mg de
Y con 25 cc de una solucidn 0,1N NaOH vy 25 cc de EtOH, a 60° durante 30 min. La
solucidn de neutralizd con HCl diluido, se filtrd y recristalizd varias veces
de EtOH anhidro. La recristalizacién final se hizo reposando una solucién
etandlica de taraxasterol por varios dias, con lo cual se formparon cristales en
forma de pegueias barras de tamaio adecuado para la determinacidn. Se
obtuvieron fotografias preliminares de precesion sobre la celda upitaria vy
datos sohre el grupo espacial. Los datos iniciales fueron obtenidos en un
difractometro Enraf-Nonius CAD-4 empleando la radiacidn monocromatica K alfa
de Molibdeno con longitud de onda=0.71049 A°, Postericrmente los datos
complementarios se obtuviereon usando la radiacidn de Cu de longitud de onda=
1.54184 A= y un cristal con forma de blogue de dimensiones 0.35 x 0.1875
0,1125 mm en las direcciones <1,0,03, {0,1,1> y {0,1,1* respectivamente.

La determinacidn de 1la estructura cristalina fue llevada a cabo por el Dr.
Jeffrey F. Sawyer del Departamento de Buimica de la Universidad de Toronte. Los
parametros posicionales xyz de cada &tomo se encuentran tabulados en 1la
referencia 46 y se utilizan las figuras III.4 y II1,5 para apoyar la discusion
del espectro de rmn en relacifn a la estructura definitiva obtenida por
difraccidon de rayos X.
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Figura III.1.- Espectros normal (a), SFORD (b) y DEPT (c, d y e) de
Taraxasterol. (c): subespectro mostrando dGnicamente grupos CH; (d):
subespectro de grupos CHZ; (d): subespectro de grupos CH3.
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Figura III.2.- Espectro bidimensional de conectividad 13C—13C. Sobre Ta horizontal estd la

escala normal de desplazamientos de ]3C. La frecuencia cuéntica doble estad en la escala ver-
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tical. Las seflales de 3C acoplados aparecen simétricas respecto a Ta diagonal y a lo largo
de la horizontal correspondiente.
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Figura III.3.- Espectro de RMN de]H de Taraxasterol de la regidn alilica. (a): espeétro

normal; (b): espectro con C-29 desacoplado (61.0)}; (c): espectro con =CH2 desacoplado {54.92)



Figura III.4.- Visidn en perspectiva de elipsoides representando las posciones atdmicas

del Tarxasterol. Los angulos diedros para los enlaces C-C-C-C se indican numéricamente.
Obsérvese 1a cercania entre C-12 y C-29.



Figura III.5.- Diagrama del empaque cristalino del solvato Taraxasterol-etanol.



CONCLUSBSIONETS

1.~ Se llevd a cabo el estudio fitoquimico propuesto para obtener pmetabolites
secundarios de Montanpa tomeptosa vy Hikania micrantha, obteniéndose tres
sustancias que se emplearon para el estudio estructural en este trabajo. De H.
micrantha se obtuvo Micanocriptina y de M. tomentosa, acide Grandiflorénico vy
Taraiasterol,

2.- Se identificaron las tres sustancias por sus constantes fisicas y la
informacidn espectroschpica preliminar., 8in embarge, se encontrd que la
informacidn espectroscépica de rmn de ellas quedaba dentro de tres categorias:
no se encontraba descrita, era imcompleta o estaba asignada incorrectamente.
Respectivamente, estos fueron los cases del acido grandiflorénico, de
Micanocriptina y de Tarasasterol.

3.~ 8¢ agignd totalmente y de manera no ambigua el espectro de rmn de
Micanocriptina. La técnica de recuperacion de la magnetizacién invertida
permitid la asignacidn definitiva entre las sefiales del metilo C-14 y H~% que
se encontraron sobrepuestas adn en 270 MHz, aprovechando las diferencias entre
sus tiempos de relajacidn Ti. Al aplicar esta técnica se superd la capacidad
del experimento de correlacidn de desplazamientos y constantes de acoplaamiento
con el que no se puede diferenciar la J de sefales que tienen igual
desplazamiento quimico.

4.~ 8e asignd totalmente el espectro de *H y de *SC de HMicanocriptina
utilizando experimentos de pulsos unidimensionales y bidimensionales. De los
primeros, se ohtuvo el espectro DEPT editado que permitid la asignacidn de
metilos, metilenos, metinos y cvarbonos cuaternarios en un solo experimento. En
el segundo casu, se obtuvieron los espectros de correlacidn heteronuclear
directa e indirecta que permitieron la asignacidn total e inequivoca de
hidrdgenos y carbonos de la molécula.

9.~ Los valores de 1las constantes de acoplamiento de Hicanocriptina en
disolucibn, fueron graficadas centra les valeres de los éngulos diedros
predichos de la ecuacidén de Karplus, y se compararon con los angulos diedros
obtenidos de los datos de la estructura cristalina obtenida por difraccidn de
rayos X. Se demostrd la similitud de la conformacidon de la Micanocriptina en
disolucidn y en estado cristalino.

b.- §Ge correlacionaron totalmente los desplazamientos quimicos de las
hidrbégenos del dcido grandiflorénico con las sefiales de los carbonos empleando
el experimento de correlacidn heteronuclear directa a pesar de la gran
sobreposicidn de sefales en la regidn de alto campo.

7.~ Se determinaron las relaciones de vecindad entre los hidrdgennos del acido
grandiflorénico mediante el experimento de correlacién homonuclear de
desplazamientos COBY. Se determinaron las secuencias (2)H=-1, (2)H-2 v (2)}H-3
sin poder conocerse con precision l1a union de los extremos de este fragmento
con los carbono® cuaternarios C-10 y C-4. También se obtuvieron las
conectividades H-5, {(2)H-6 y (2}H-7; H-11, (2)H~-12 y H-13; (2)H~14, (2)H-15 y
H-17 (estos dos dltimos, conectados alilicamente).

8.~ 8e. diseid una secuencia novedosa de pulsos con base en el trabajo de
Richarz et. al. para la determinacidn de correlaciones indirectas entre *H vy
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Y30, gue permitid observar la transferencia de magnetizacion de leos hidrdgenos
de los grupos metilo C-12 y C-20 del dcida grandiflorénice, hacia todos los
carboros & dos y tres enlares de distancia. Esta secuencia de pulsos permitid
la asignacidén inequivoca de ios carbonos C-19, C-3, £C-4 y C-3 cercanos a C-18,
y de C-1, £-10, C~5 y C-9 cercanns a [-20. Este experimento determind que sefal
de la secuerncia de metilenos {Z}H-! - {2)H-2 - {2)H-3 correspondia a (2)H-1 por
su cercanfa a C-20 y cual a (2)H-3 por su relacidn con C-18.

9.~ Se determinaron las relaciones de conectividad *H - *H anti del Acido
grandiflcrénico, optimizanda el experimento "COSY* para la observacion
constantes de acoplamiento similares o mayores que 5 Hz. Adicionalmente, se
aumento el potencial de este sxperimento modificando los efectos anisotrdpicos
del disolvente al pasar de cloroformo a benceno.

10.- Se identificaron totalmente en el espectro de *3C de Taraxasterol las
seiales de metilos, mstilesnos, metinos y carbonos cuaternarios con el
experimento DEPT y se observd gue la asignacidn previa conten{a varios errores
de asignacidn. Se «corrigieron 10 sefales del espectro de 1*3C del acetato de
Taraxasternl asignadas incorrectamente en trabajos previos, pediante la
aplicacidn del experimento unidimensional de edicidn espectral "DEPT" y el
experimento bidimensional INADERUATE. Se demostrd que la técnica de asignacibn
utilizande el experimento 5FORD debe ser sustituida cuando se desea realizar
asignaciones 1aequivocas en regiones especirales congestionadas de seRales.

11.- Se demostro la utilidad del experimento bidimensional INADEBUATE para
determinar de manera no ambigua la conectividad *SC-13C de una wolécula
compleja v construir su esqueleto carbonadoe. Para corroborar la asignacidn
espertral en rmn, se determind la estructura en estado cristalino de
Taraxastercl obtenido por hidrdlisis de su acetato natural.

12.- Se correlaciond 1a conformacicn del anillo E obtenida por ramn, con la
observada en el estado cristalino encontrdndose que son muy similares. Con ello
se explicaron las caracteristicas del espectro de rmn de *H en la regién
alflica en térainos de la distorsidn del anillo E que resultd ser de bote. Se
mostro gque la conformacidn es un factor gue puede modificar sustancialmente
los desplazamientos v por tanto 1las asignaciones basadas en pardmetros de
aditividad dehen ser abandonadas cuando sea posible recurriendo a técnicas mas
avanzadas,

13.- 5e demostrd que el empleo de las técnicas de pulsos modernas, uni- vy
bidimensionales, mejora sustancialmente el proceso de asignacidn espectral vy
como consecuencia permite que la elucidacidn estructural orgdnica se lleve a
cabo de manera mas rdpida, sencilla y segura.
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APERNDIUECE.

Datos Cristalogrdficos.

’ - -
Formula peso: 472.8; formula minima:CsoHso0.CaHs.
Estructura cristalina ortordmbica, perteneciente al grupo espacial F2,2,2, con

a = 7.8447(1) A°, b = 17.637(2) A°, ¢ = 22.269(A°, U = 2995 A°%, y D. 1.07 g
ce~3 para 7 = 4, Longitud de onda de la radiacion Kaiea de Cu, Lamda = 1.54184
Ae, u (Lu Kareal = 4.

Las constantes de la celda se obtuvieron por refinacién de minimos cuadrados de
las 25 reflexiones escogidas dentro de los valeres 9.6 < teta < 20.4°, Llos
datos de intensidad fueron recogidos en temperatura ambiente en &1 modo omega:
2 teta emppleando margenes de barrido angular de 0.B5 + 0.147 ‘tan 0° con un

tiempo méximo de barrido de 95 s. Ep cada reflexidn se obtuve el fondo

extendiends la reflexion 25% a cada lado del pico y fue medido empleando la
mitad del tiempo usade en determinar en la recoleccién de datos del pico. Al
tinal se obtuvieron 29846 reflexiones en el cuadrante h, k, 1 con angulo 20
130°, No se detectaron variaciones significativas en las intensidades de 3
reflexiones estdndar observadas despues de 6500 s de exposicicn.

A todas las reflexiones se les aplicaron correccicnes de Lorentz y de

polarizacidn. El rechaze de datos de. ausencia sistematica y de Fows de cero

Aaa

produjo un conjunto final de 23ZB reflesiones. Fara la resoluci6n inicial de la
estructura se recurrid al empleo de métodos directos (MULTAN II) (1) aplicados
sohre el grupeo de datos cobtenidons con radiacifn de Mo. Loz atomos faltantes asi
como la presencia de una molécula de etanol pudieron ser descrites en mapas de
Fourier posteriores. Los atomos de hidrégeno fueron ubicados en las posiciones
calculadas o hien en las indicadas por las diferencias de mapas de Fourier
{case de grupos CHs) con parametros térmicos fijos (B = 7.5 a 10 A®) y sin
refinamientc posterior.

El refinamiente de la estructura empleando los datos de reflexidn de Cu e
incluyendo la correcci6n de wtincién g a los datos, convergid hacia los
residuos finales con desplazamiento méximo/error = 0,07, con Ry = 0.0773 {R. =
0.0902) despues de 1941 reflexiones (308 varables) con IX1.3 sigma {I). EI
valor final de g fug de 1.4(2) x 10-¢ y los promedios (weights) fueron dados
por /sigmai{F)2 donde sigma(F) = 4F% / sigma(l)? + (0.07 F= )2 )/2, Al final
la diferencia de espectros de Fourier mostrd no contener picos mayores que 0.22
e A®-3, Los calculos fueron realizados en una computadora PBP 11/23 empleando
loe programas del paquete de Enraf-Nonius para la determinacibn de estructuras
(2). Las tablas de pardmetros posicionales de 1os Atomos de hidrdgeno, los
parémetros térmicos anisotrGpicos, longitudes de enlaces, angulos de enlaces y
los tactores de amplitud de 1la estructura +final fueron depositados como
material suplementaric del que aparecit en la publicacion original.

1.- P. Main et.al» MULTAN 11/82 system of proorams for the automatic solution

of crystal structures from X-ray diffraction data., University of York, England.
1982,

-

2.- B. A, Frenz et
Station, Texas. 1%

» al. Enraf-Nenpius structure determination package. College
g1,



	Portada
	Contenido
	Introducción
	Objetivos
	Capítulo I. La Estructura de la Micanocriptina
	Capítulo II. La Estructura del Acido Grandiflorénico
	Capítulo III. La Estructura del Taramasterol
	Conclusiones
	Bibliografía
	Apéndice



