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Los espectros de RMN de 'H y 3C del clorhidrato del éster metilico de L-prolina
muestran cambios importantes (principalmente en el espectro de hidrégeno) debido a
efectos del disolvente. Para los disolventes acetona y dimetilsulféxido, estas variacio-
nes pueden ser interpretadas en términos de asociaciones soluto/disolvente, mientras
que en el caso de piridina se observan efectos anisotrépicos caracteristicos. A pesar
de la complejidad espectral resultado de los acoplamientos muiltiples en los protones
diasterotépicos de prolina, las modificaciones logradas en los desplazamientos quimicos

permiten la observacién de preferencias conformacionales.

The 'H and ¥*C NMR spectra of L-proline methyl ester hydrochloride show impor-
tant changes (mainly in the first case) due to solvent effects. These variations can be
interpreted in terms of solute/solvent associations such as the formation of hydrogen
bonding in those cases where the solvent is either dimethylsulfoxide or acetone, or due
to the presence of anisotropic effects when the solvent is pyridine. Despite the com-
plex NMR spectra resulting from multiple couplings of the ring protons of Proline, the
modification of chemical shifts achieved in different solvents allow the observation of

confomational preferences.
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1. Introduccién

El aminoacido L-prolina es objeto de numerosos estudios dada su importancia
en el campo de la quimica organica y la bioquimica. Ello se comprende dadas las
implicaciones fundamentales que sobre las propiedades moleculares tiene la presencia

de este aminoécido.

Por ejemplo: se sabe que en la quimica de péptidos y proteinas, la prolina juega un
papel determinante en la formacion de estructuras secundarias de esas macromolécu-
las, dirigiendo las cadenas peptidicas a adoptar conformaciones que son determinantes
en procesos bioldgicos,[1] su cardcter ciclico imparte ademés caracteristicas confor-

macionales sui generis importantes en la funcién bioldgica [2].
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Por otro lado, la prolina misma o los derivados de ella, se utilizan exitosamente en
sintesis orgénica, tanto como material de partida en secuencias sintéticas [3] o en el
diseno de catalizadores quirales ttiles en sintesis asimétrica [4].

La elucidacion estructural de prolina o sus derivados ha significado retos impor-
tantes tanto en Cristalograffa [5] como en Resonancia Magnética Nuclear (RMN) [6]
y Espectrometria de masas(Tsunematsu, H., et al, 1994) [7].

Por esta razon, el estudio del comportamiento conformacional de la prolina en
diferentes condiciones estd dado por la necesidad de profundizar en el conocimiento de
una molécula aparentemente sencilla pero con implicaciones estructurales y actividad
biolégica sumamente interesantes.

El complejo sistema de spines acoplados presentes en la prolina, en condiciones
especiales, constituye un sensor estructural que permite comprender diferentes estra-
tegias que lleven a un mejor discernimiento de estructuras derivadas de este ami-
noacido, mediante estudios de resonancia magnética nuclear. Para ello, se llevo a
cabo el estudio por RMN del clorhidrato del éster metilico de L-prolina en diferentes
disolventes.

2. Resultados y Discusion

La estructura numerada empleada en la asignacién espectral del clorhidrato del
éster metilico de L-prolina, se muestra en la figura 1.
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Figura 1.

a) Asignacién de los espectros de RMN en dimetilsulféxido-de.

Se obtuvieron los espectros unidimensionales de 'H y 3C, asf como el espectro COSY
de correlacién homonuclear y el HMQC de correlacién heteronuclear.

El espectro de hidrégeno en dimetilsulféxido deuteriado, muestra sobreposicién de
los protones de C3 y de C4. Aunque en el experimento HMQC es posible asignar su
posicién (figura 2), no es posible discernir cudl de cada par de protones es cis al protén
de la posicién 1. El cuadro 1 resume el comportamiento espectral del compuesto en
este disolvente.
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Figura 2. Espectro HMQC del clorhidrato del éster metilico de L-prolina en dimetilsulféxido-
de, en temperatura ambiente.

Carbono (0) (0, nmg,m, Jgm)*
C1(58.4) H, (4.33, 1, dd, J,= 8.5, Jo= 7.5)

C(27.6) H (2.23, 1, m); Hy' (1.99, 1, m)
C3(23.0) Hs, Hy' (191, 2, m)
C4(452) H4, H4’ (3.19, 2, m)
C5(169.2)
06(530) HG, Hﬁ’, HG” (373, 3, S)
NH,*+ 9.80 (2, ancha)

*0= ppm ny= nimero de hidrégenos,
m=multiplicidad, Jyg=constante de acoplamiento (Hz).

Cuadro 1. Asignacién de los espectros de 'H y '3C del clorhidrato del éster metilico de
L-prolina en dimetilsulf6xido-d¢ y temperatura ambiente.

b) Asignacién de los espectros de RMN en acetona-dg.

Se obtuvieron los espectros uni y bidimensionales de *H, espectro unidimensional de
13C y el espectro de correlacién heteronuclear HMQC.

En el espectro de hidrégeno, se observa la presencia de senales de un conférmero mi-
noritario en proporcién aproximada 85:15, tomando como base para la cuantificacién
la proporcién existente entre la integracién de las senales en 3.83 y 3.84 ppm (ver
figura 3).

A diferencia del dimetilsulféxido, en acetona se observan dos sefiales bien definidas
para los dos protones magnéticamente no equivalentes del carbono 4. Sin embargo,
debido a la sobreposicion de senales, los protones de los metilenos de las posiciones 2,
3 v 4 no fueron asignados como cis o trans con respecto al protén del carbono 1.

Para la asignacién del espectro, sélo se consideraron las senales correspondientes al
compuesto mayoritario. Los datos para la espectroscopia de hidrégeno, **C y la corre-
laciéon homonuclear se muestran en el cuadro 2.

c) Asignacién de los espectros de RMN en cloroformo-d.
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Figura 3. Espectro de hidrégeno en acetona. Se observan las sefiales del conférmero minori-

tario.
Carbono (6)* (6, ng,m, Jyg)* COSY NOESY
C1(59.6)  H; (4.48,1, dd, J;= 85, Jo= 7.5) H, Hy' Hy
02(29 0) H2 (242, 1, I’Il)7 H3,H3’,H1
HQ’ (221, 1, m) Hg,H3’,H1
C5(24.2) Hj, H3'(2.08, 2, m) H,,Hy' Hy Hy’
C4(462) H4 (352, 1, m, J1: 75, J2: 4), H3,H3’
H47 (341, ]., m, J1: 75, J2: 45) Hg,Hg’ Hl
C5(170.2)
C6(534) H(j7 H67, Hg” (373, 3, S) Hl,H4

*0= ppm ng= numero de hidrégenos,
m=multiplicidad, Jgry=constante de acoplamiento(Hz).

Cuadro 2. Desplazamientos quimicos de 'H, 3C y correlaciones homonucleares del clorhidrato
del éster metilico de L-prolina. Disolvente acetona-dg. Temperatura ambiente.

Se obtuvieron los espectros unidimensionales de 'H y '3C, y los bidimensionales de
correlacién homonuclear (COSY) y heteronuclear (HMQC y HMBC).

El espectro unidimensional de *H que se presenta en la figura 4, muestra sobreposicién
de senales para los protones del carbono 3. Por ello no se logré discernir la posicién
relativa cis o trans de cada par de protones de los metilenos con respecto al hidrégeno
del carbono 1. En este espectro se observan dos senales separadas para los dos protones
unidos a nitrégeno a 10.60 y 9.20 ppm respectivamente.

La asignacion de los protones para cada carbono se efectiio mediante el expermiento
HMQC. Por otro lado, el experimento HMBC mostré las interacciones entre los pro-
tones de las posiciones 1, 2 y 6 con el carbono carboxilico. Los espectros se muestran
en las figuras 5 y 6.
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Figura 4. Espectro de 'H del clorhidrato del éster metilico de L-prolina en cloroformo-d. Se
observan las dos sefiales para los protones unidos a nitrégeno.

F2 =
(ppm.

Figura 5. Espectro HMQC en cloroformo-d en temperatura ambiente.

El cuadro 3 resume el andlisis espectral de las senales para el compuesto analizado,
empleando como disolvente al cloroformo-d.

d) Elucidacién de los espectros en piridina-ds

Se obtuvieron los espectros unidimensionales de *H y 3C, y espectros bidimensionales
de correlacién homonuclear (COSY, NOESY) y de correlacién heteronuclear (HMQC
v HMBC).

En el espectro unidimensional (figura 7), se observa que los seis protones diasterotdpi-
cos de los tres metilenos del anilllo de prolina, se encuentran bien definidos, habiendo
sobreposiciéon de senales tinicamente entre un protén de la posicién 4 y el singulete
del metilo de la posiciéon 6. Sin embargo, esta sobreposicién no fue obstaculo para
que mediante las interacciones observadas en el espectro NOESY (figura 8), pudiera
asignarse la estereoquimica de cada par de protones diasterétépicos de los metilenos
del sistema anular, en relacién al protén de la posicién 1.

El espectro NOESY muestra interacciones de la senal del protén de la posicién 1 con
los sefiales de los protones en frecuencia alta de las posiciones 3 y 4. Estas senales
fueron asignadas a los protones cis al protén 1. Para el caso de la posicién 2, se
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Figura 6. Espectro HMBC en cloroformo-d en temperatura ambiente.

Carbono (6)* Hidrégeno (9, ng, m, Jgg)* COSY HMQC HMBC
Ci(59.1)  H, (450, L, dd, J1= 85, Jo=7.0) Hp, Hy 1, H,, Hy'
Hs, Hy’
Hy, Hy'
C2(285) H2 (244) (17 m) Hl, HQ, HQ, HQ’ H1
Hs, Hy' Hs, Hy’
H,, H’
H27 (219) (1, Hl) Hl, H2
Hs, Hy’
C3(23.5) Ha,H;’(2.09,2,m) Hy, Hy' Hs, Hy' H,
H, H,’ Hy,Hy’
H67H6’7 H677
C4(45.7) Hy(3.62) (1m,J1=7.5Jo=7)  Hs, Hy Hy, HY H,
Hs, Hy’
H4’(351)(17m,J1:757J2:70) I‘Ig,H37 Hg, Hg7
C5(169.3) H,
Hy,Hy’
He,He' Hg”
06(533) H6,H6’7H6” (38473,8) H6
He’,He”
NHy NH(10.60,1,ancha)

NH’ (9.20, 1, ancha)

*0= ppm ng= numero de hidrégenos,m=multiplicidad,

Jp=constante de acoplamiento(Hz).

Cuadro 3. Acoplamientos homo y heteronucleares del clorhidrato del éster metilico de L-
prolina. Disolvente cloroformo-d. Temperatura ambiente.
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Figura 7. Espectro unidimensional de H del clorhidrato del éster metilico de L-prolina.
Disolvente: piridina-ds. Temperatura ambiente.
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Figura 8. Espectro NOESY del clorhidrato del éster metilico de L-prolina en piridina-ds.
Temperatura ambiente.

observan interacciones entre 1 y las dos senales correspondientes a los protones de
dicha posicién, una de ellas (la de frecuencia alta) presenta una interaccién més fuerte
que la otra, asigndndose consecuentemente como la de posicién relativa cis al protén
1. Las interacciones entre los seis protones diasterotépicos, y los acoplamientos homo
v heteronucleares confirman la asignacién tal y como se muestra en el cuadro 4.

e) Variacién en los desplazamientos quimicos. En los cuadros 5 y 6 se presentan
respectivamente, las variaciones en desplazamientos quimicos (Ad) de "H y '*C en
los diferentes disolventes empleados. Se tomaron como referencia los desplazamientos
quimicos en cloroformo, considerando que éste es el disolvente mas utilizado en RMN.

El trazo de la senal doble de dobles correspondiente al protén de la posicién 1, cambia
sensiblemente dependiendo del disolvente. Este cambio tiene su origen en las variacio-
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Carbono () Hidrégeno (4, ng, m, Jgg)* COSY NOESY HMQC
C1(59.2) H,(4.88,1,dd,J;=9.0,J0=6.5) Hy, Hy’ Hs,, H3,Hy H,
C2(29.2) Hy(2.39,1,m,J,=7.0)* Hy, Hy’ H; Ha, Hy’

Hs, Hg’
H27(2.10,1,m,J1:7.0) Hl, H2 H377 H4’
Hs, Hy’
C3(24.0) Hg,(2.00,1,111,(]1:7.0)i H,, Hy’ H, Hs, Hy’
Hy, Hy
H3’(1.8671,m,J1:7.0) HQ,HQ7 H2’H47
Hy, HY'
04(455) H4(3.66,1,m)i H3, H3’ H1 H4, H4’
H4’(3.43,1,m) H3, H3’ HQ’ H3’
C5(170.5)
Cg(52.9) Hg, He’,Hg” (3.66,3,s) Hg, Hg’, Hg”
NHy NH, NH’(9.16,2,ancha)

*0= ppm ng= numero de hidrégenos,m=multiplicidad,
Jyp=constante de acoplamiento(Hz).
+ Asignado como protén cis al protén de la posicién 1.

Cuadro 4. Acoplamientos homo y heteronucleares para el clorhidrato del éster metilico de
L-prolina. Disolvente piridina-ds.Temperatura ambiente.

Protén CDCI3 DMSO-dg Acetona-dg  Piridina-ds
o* o* AS* o* AS* o* AS*

i 451 433 -0.18 448 -0.03 488 037
H, 244 223 021 242 -0.02 239 -0.05
H’ 219 1.99 -0.20 221 0.02 210 -0.09
H, 209 1.91 -0.18 208 -0.01 2.00 -0.09
Hy’ 209 1.91 -0.18 208 -0.01 1.86 -0.23
Hy 362 319 -043 352 -0.10 3.66 0.04
Hy’ 351 319 -0.32 341 -0.10 3.43 -0.08
He' He” He”  3.84 373 -0.11 3.84 3.66 -0.18
NH 10.60  9.80 -0.80 9.16 -1.44
NH’ 920  9.80 0.60 9.16 -0.04
* 0 (ppm)

+ —
Ad = 6disolvente - 5clor0f0rmo

Cuadro 5. Comparacién de los desplazamientos quimicos de 'H del clorhidrato del éster
metilico de L-prolina en diferentes disolventes. Temperatura ambiente.

nes de las constantes de acoplamiento del protén 1 con los dos protones diasterotépicos
de la posicién 2. Los valores se encuentran tabulados en la cuadro 7 y se presentan
graficamente en la figura 9.

Un aspecto importante de los espectros de protén del compuesto estudiado, en los
diferentes disolventes, es el hecho de que en el caso de dimetilsulféxido y la piridina,
que son disolventes polares, los protones unidos a nitrégeno den una sola senial (a 9.80
y 9.16 ppm respectivamente) mientras que en el cloroformo, disolvente con cardcter
no polar, ambos protones, se encuentren separados en dos sefiales a 10.60 y 9.20 ppm.
Esto puede atribuirse al hecho de que tanto el dimetilsulfé6xido como la piridina pueden
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Carbono CDCI3 DMSO-dg Acetona-dg Piridina-ds

0* 0* As*t 0" A5t 0 A§*
Cy 99.1 584 -07 596 -0.5 59.2 0.1
Co 28.5 276 -09 290 0.5 29.2 0.7
Cs 23.5 23.0 -0.5 242 0.7 24.0 0.5
Cy 45.7 452  -0.5 46.2 0.5 455  -0.2
Cs 169.3 169.2 -0.1 170.2 09 1705 1.2
Cs 53.3 53.0 -03 534 0.1 929 -04

* 0 (ppm)
+ Ad = 5disolvente - 5clor0formo

Cuadro 6. Comparacién de los desplazamientos quimicos de '3C del clorhidrato del éster
metilico de L-prolina en diferentes disolventes. Temperatura ambiente.

L

|
I
448

435 429 453
Disolvente DMS O-ds Disolvente Acetona-ds
| |
} } \ |
480 485 255 ks
Disolvente Cloroformo-d Disolvente Piridina-d;s

Figura 9. Senal doble de dobles del protén de la posicién 1 en los diferentes disolventes
empleados.

formar puentes de hidrégeno con estos protones, en un equilibrio rédpido (figura 10) que
rapidamente interconvierte a ambos protones y genera una sola sefial, mientras que el
caracter poco polar del cloroformo, impide la formacién de puentes de hidrégeno, por
lo que estos protones se encuentran fijos en su posicién y pueden diferenciarse.

Debe recalcarse que sélo en piridina se observan las seis sefiales de los protones dias-
terotopicos de los metilenos del ciclo bien separadas. Del andlisis para este disolvente
se encuentra que para un metileno del sistema de prolina, la sefial en frecuencia alta
es cis al proton 1 y la senial en frecuencia baja corresponde al protén en posicién trans
con respecto al mismo. En los demds disolventes, existe sobreposicion de senales y
aunque es posible la asignacién de protones para cada carbono del sistema, no puede
asignarse su posicion relativa al protén 1.

Al comparar los desplazamientos quimicos de protén en los diversos disolventes em-
pleados para el estudio, puede observarse que existe un efecto ligero de la polaridad del
disolvente sobre el valor de los desplazamientos quimicos de los protones del sistema
de prolina, en el caso de disolventes polares, existe una variacién del desplazamiento
quimico ligeramente hacia frecuencias mas bajas, como puede observarse en el caso del
dimetilsulféxido, donde existen variaciones en el desplazamiento quimico de hasta 0.4
ppm. En el caso de piridina, las variaciones hacia frecuencias bajas pueden explicarse
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Disolvente
3Ty CDCls DMSO-dg Acetona-dg Piridina-ds

Ji(Hz) 85 8.5 8.5 9.0
Jo(Hz) 7.0 7.5 75 6.5

Cuadro 7. Variacidén de las constantes de acoplamiento del protén de la posicién 1 con los dos
protones diasterotépicos de la posiciéon 2. Temperatura ambiente.

-

o
o]

D.C CD; B.C co,

Figura 10.

ademads por efecto anisotrépico de proteccién del disolvente.

De hecho, para explicar las variaciones en el desplazamiento quimico para el caso
de piridina como disolvente, se propone la asociacién de una molécula de piridina a
través de puente de hidrégeno con la prolina, como se muestra en la figura 11, esta
asociacion es una fuente posible de interacciones para diferenciar el efecto anisotrépico
preferencial sobre una de las caras del sistema de prolina.

Figura 11.

En el caso de la espectroscopia de 3C, se observan también efectos de variacién
en el desplazamiento quimico de los diferentes carbonos, en DMSO, este efecto es
hacia frecuencias més bajas, mientras que en piridina y acetona el efecto es hacia un
desplazamiento hacia frecuencias mas altas.

La variacién encontrada en las constantes de acoplamiento de la senal doble de dobles
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del protén 1 es sumamente importante. Para el caso del sistema anular de L-prolina, el
acoplamiento mas fuerte se presenta con el proton cis, mientras que el menos intenso
se realiza con el protén trans [8]. Lo anterior puede explicarse en virtud de que el
angulo diedro entre los protones cis es pequeno, mientras que con el protén trans
se acerca a un valor de 90 ° que implica un minimo en el valor de la constante de
acoplamiento de acuerdo con la ecuacién de Karplus o sus versiones modificadas [9].

Con ello, puede deducirse que existen cambios importantes en la conformacién del
sistema anular de prolina por efecto del disolvente, de tal suerte que en piridina los
carbonos 1 y 2 se encuentran mds cercanos al plano (dentro del promedio de confor-
maciones posibles), puesto que en dicho disolvente se observan los valores maximo y
minimo de las constantes de acoplamiento del protén con los protones diasterotépicos
de la posicién 2.

3. Conclusiones

Se observaron variaciones importantes, en el espectro de RMN de 'H del clorhidrato
del éster metilico de L-prolina por efecto del disolvente. De esta forma, la piridina
resulté ser el mejor medio para poder asignar de manera inequivoca a los seis protones
diasterotépicos de los metilenos del anillo. Al mismo tiempo este disolvente provoca
efectos de proteccién anisotrépica sobre los protones de prolina, que induce un cambio
en los desplazamientos quimicos de protén hacia frecuencias més bajas.

Los cambios en las constantes de acoplamiento del protén 1 con los protones de la
posicion 2, sugieren variaciones sustanciales en la conformacién del anillo de prolina
por efectos de disolvente.

Se lograron condiciones que permiten la exploracién de la conformacion del sistema
ciclico de prolina, resolviendo problemas de sobreposicién espectral que normalmente
dificultan la interpretacién.

Las variaciones de desplazamiento quimico y constantes de acoplamiento de proli-
na, en funcion del disolvente, muestran la utilidad de este sistema anular para conocer
la conducta conformacional de sistemas mas complejos.

Igualmente, lo datos obtenidos se suman a los descritos en la literatura y que son
importantes para explicar las variaciones en la estructura tridimensional de macroes-
tructuras donde interviene el aminoacido L-prolina.

Apéndice Seccién experimental

El clorhidrato del éster metilico de L-prolina (Aldrich) se sometié a experimentos
de resonancia magnética nuclear unidimensionales y de correlaciéon homo y heteronu-
clear, en diferentes disolventes. Utilizando un espectréometro Varian modelo Unity II
de 500 MHz con sonda de deteccién inversa, acoplado a una estacion de trabajo Sun.
Los experimentos efectuados se resumen en el cuadro 8. Todos los experimentos se
efectuaron en temperatura ambiente.

El clorhidrato del éster metilico de L-prolina (25 mg) se disolvié en 0.7 mL del
disolvente correspondiente. Los desplazamientos quimicos son mostrados tomando
como referencia la sefial del tetrametilsilano (TMS) a 0.00 ppm. Los pardmetros de
los experimentos de correlacién homonuclear empleados se resumen en el cuadro 9.
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DISOLVENTE EXPERIMENTOS
Dimetilsulféxido-dg (DMSO) TH, COSY,'™3C, HMQC
Acetona-dg 'H, COSY,'"'3C, HMQC
Cloroformo-d (CDCl3) 'H, COSY,'"3C, HMQC, HMBC
Piridina-ds IH, COSY, HMBC,3C, HMQC, HMBC

Cuadro 8. Resumen de experimentos de RMN efectuados al clorhidrato del éster metilico de

L-prolina.

Parameters COSY NOESY
Tiempo de adquisicién (at) 0.331 0.165
Nimero de puntos (np) 2048 1024
Ventana espectral (sw) 3097.2  3097.2
Ancho del pulso (pw) 9.7 9.7
Jtiempo de mezclado? Mix 1.000
Numero de transientes (nt) 16 16

Ventana espectral para la adqui- 3097.2  3097.2
sicién bidimensional (sw1)

Ni 128 128
Procesamiento sbl 0.021
Procesamiento gfl 0.041

Cuadro 9. Resumen de pardmetros empleados en los experimentos de RMN.

Referencias

[1] Williams, K.; Deber, Ch. Biochemistry, 1991, 30, 8919 — 8923.
[2] Williamson, M. Biochem. J. 1994, 297, 249 — 260.

[3] Bernotas, R.; S. Sabol, C. J.; Sing, L.; Friedrich. D. Synlett. 1999, 5, 653 — 655.
Remuzon, P. Tetrahedron. 1996, 52, 13803 — 13835.

[4] Gibson, C. L. Tetrahedron Assym. 1999, 10, 1551 — 1561. Shan, S.; Xiong, Y.; Zhao,
D. Tetrahedron. 1999, 55, 3893 — 3896.

[5] Milne, P.; Oliver, D.; Vanrooyen, P.; Roos, H. J. Chem. Crystall. 1997, 27, 167 — 175.

[6] Derrick, T.; Larive, C. K. Appl. Spectroscop. 1999, 53, 1595 — 1600. Pogliani, L.;
Ellenberger, M. Org. Mag. Res. 1975. 7, 61 — 71.

[7] Tsunematsu, H.; Hanazono, H.; Horie, K.; Fukuda, T.; Yamamoto, M. Org. Mass.
Spectr. 1994, 29, 197- 200.

[8] De Tar, D.; Luthra. N. J. Am. Chem Soc. 1977, 99, 1232 — 1243

[9] Karplus, M., J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2870 — 2871.

REVISTA DE CIENCIAS BAsicas UJAT, 5(1)Octubre 2006 p 3—14



