ACTA MEXICANA DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
Vol. 1V, Nams. 13-14, Enero-Junio, 1986
pags. 87-95

APLICACION DE LA ESPECTROMETRIA DE MASAS (2a. Parte)
o PROGRAMAS COMPUTARIZADOS DE ELUCIDACIONES

ESTRUCTURALES DE GLUCOSIDOS

TOMASZ M. STAWINSKI
Departamento de Biofisica, Escuela Nacional de Ciencias Biologicas (ENCB)
Instituto Politécnico Nacional de México

LESZEK Z. KAWECKI
Seccién de Graduados, Escuela Superior de Ingenierfa Mecanica y Eléctrica (ESIME)
Instituto Politécnico Nacional de México

Resumen: La solucién de espectros de masas para elucidaciones estructurales de glucésidos es, dada la
complejidad de estos compuestos, un dificil problema de anélisis quimico. En este caso se propone simpli-
ficar la solucién aplicando los programas patrén para las deducciones de iones-fragmento. La combina-
cién de programas permite establecer caminos-patréon de fragmentacién aprovechando la posibilidad de

aparicion de estructuras mas comunes.

APPLICATION OF MASS SPECTRUM (2nd. Part)
COMPUTER PROGRAMS OF STRUCTURAL ELUCIDATION OF GLUCOSIDES

Abstract: The solution of mass spectrum data for structural elucidation of glucosides is, up to now, a dif-
ficult problem of chemical analysis. It’s due to complex internal structure of this class of compounds. We
propose in this case a more easy way to applay a computer program (pattern program) for fragment-iones.
The combination of different programs permits obtained a pattern way of fragmentation, to make good _
use of the probability of existency of more commun structures.

INTRODUCCION

La interpretacion de los espectros de masas de glucé-
sidos (cardenolidos y saponinas) constituye un arduo
problema de andlisis quimico. Esto se debe en parte a
la complicada estructura de ese grupo de compuestos
y, por otra parte, a los escasos datos y trabajos reali-
zados en el campo (Komori, 1975, 1976). Sin embar-
g0, se ha demostrado (Stawifiski, 1986) que los argu-
mentos de Schulten (Schulten, 1978) respecto a usar
otras técnicas variables, descartando la de EI (impac-
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to electrénico), no tienen suficiente base. Hay un ar-
gumento que no se puede descartar facilmente. Dado
que los glucdsidos estan constituidos por dos diferen-
tes grupos de compuestos —Ia genina y el(los) azu-
ca(res)—, el espectro de masas tiene a veces una ima-
gen confusa, especialmente en la regién de pesos mo-
leculares bajos, donde los iones-fragmento de azica-
res y los de la genina tienden a sobreponerse (trasla-
parse). Brown (1970) en sus trabajos subraya incon-
venientes de ese tipo y recomienda cambiar la técnica
en estos casos. Sin embargo, aparte de la interpreta-
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cién que se usa con mas frecuencia, es decir, la posi-
cion de las seiiales, el problema se puede enfocar en
las diferencias de las abundancias relativas de las se-
fiales. Claro que la abundancia relativa, o bien su va-
riacidn, depende de la energia del haz electrénico, y si
se interpretan los espectros es imposible calcular cada
vez transiciones metastables correspondientes (metas-
tables transitions) o SSA (steady state approxima-
tion) (Bursey, 1966, 1967, 1968; McLafferty, 1967;
Williams, 1968). Sin embargo, como se ha demostra-
do (Stawiiiski, 1986), los glucésidos naturales poseen
las estructuras constituidas por un grupo relativa-
mente reducido de azicares, y lo mds comin es que
existan como mono- o diglucésidos. Anteriormente
se ha demostrado (Stawiiiski, 1979) que los caminos
de fragmentacién estan bien definidos (Brown, 1968,
1969).

El objetivo del presente trabajo es proponer la for-
macién de un programa rutinario de elucidaciones es-
tructurales, independientemente de las necesidades
del grupo de trabajo y disponibilidad del equipo; éste
se puede ampliar o reducir libremente.

METODOLOGIA

Se han estudiado los espectros de masas de 22
glucésidos-patron divididos en grupos de mono-, di-,
tri- y tetraglucdsidos. Los espectros se han corrido en
varias condiciones cambiando la energia del haz elec-
trénico y temperatura; se han observado los cambios
en las posiciones y abundancias relativas de iones
fragmento; se ha establecido el programa de diferen-
ciacién de los fragmentos, las. correla¢iones entre
pérdidas comunes de los fragmentos, y se han esta-
blecido los programas (flow chart) de elucidaciones
estructurales. Los espectros se corrieron en el equipo
DuPont 500 B, Varian-MAT 311 y JEOL-JMS-01SG,
asegurando que las repeticiones se hicieran en las
mismas condiciones externas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los glucésidos analizados en todos los casos se pre-
sentan en la tabla 1. El comin denominador de la
eleccidn fue el facil acceso para obtener las muestras,
asi como la posibilidad de comparar los espectros con
datos espectroscépicos de varios trabajos. La figura
1 presenta cambios en la abundancia relativa de algu-
nos iones seleccionados del espectro. Los cambios se
obtuvieron variando las condiciones externas (co-
rriente de aceleracion, ‘‘eV’’). El esquema de la figu-
ra 2 corresponde al esquema general de la fragmen-
tacién de glucdsidos. La figura 3 muestra los espec-

tros del glucdsido, de su genina y del aziicar. Todos
los espectros se corrieron en las mismas condiciones
del trabajo de equipo (espectrémetro DuPont 500B).

Independientemente de la eleccién antes presenta-
da (las muestras féciles de obtener), desde el punto de
vista analitico todos los glucdsidos presentados en la
tabla 1 poseen los puntos de fusién ubicados en inter-
valos de +50°C, lo cual permitié que, durante los
trabajos, se corrieran los espectros en condiciones si-
milares respecto a la temperatura de la muestra (10°C
por debajo del punto de fusién). (Brown, 1970.)

La figura 1 presenta los cambios en abundancias
relativas de algunos iones considerados como princi-
pales en los espectros (ion molecular, ion patrén, et-
cétera). Como se desprende de la grafica, el cambio
(aumento) es lineal para los iones. Esta dependencia
significa que el unico factor que influye en la utilidad
préctica del espectro es el potencial, que permite ob-
tener bien marcado el ion molecular. En todos los ca-
sos (los 10 glucésidos presentados en el trabajo —ta-
bla 1— y los 12 glucésidos restantes) las condiciones
estandar (70 eV) propiciaron la obtencién de los

*iones moleculares con abundancias relativas entre 3 a

5%. Sin embargo, hay que subrayar que el efecto tér-
mico (temperatura de la muestra) puede provocar
otros cambios. Durante los trabajos se respetaba el
régimen recomendado por Brown, y considerado por
muchos autores como el mejor, de manejar la tempe-
ratura 10°C por debajo del punto de fusién (Brown,
1971). ‘

El esquema de fragmehtacién encontrado en los es-
pectros se presenta en la figura 2. Es facilmente apre-
ciable que todo el espectro se puede dividir en tres re-
giones —la de la fragmentacién del glucésido, la de
la genina y la de azicares. Las dos ltimas, por lo
menos en parte, se traslapan provocando imagen
confusa y frecuentes errores de interpretacion.

La figura 3 presenta un ejemplo del espectro del
glucésido y los de su genina y del azicar, respectiva+,
mente. Todos los espectros se corrieron en las mis-y
mas condiciones. Los iones mdas importantes y los
iones comunes (posicién en el espectro), se subraya-
ron. Cabe seifialar que aun si la posicion es la misma
(nimero de m/z), varia la abundancia entre los es-
pectros, de manera que hasta en el caso de dificulta-
des analiticas (o interpretacion), la hidrolisis drdstica
(Wall, 1952) del glucésido permite distinguir su geni-
na, y otro espectro de aziicar(-es) permite €stablecer
la secuencia de la cadena. Los grupos de esteroides y
triterpenos, asi como los de azicares, ya se estudian a
fondo (trabajos de Djerassi y Budzikiewicz, banco de
informacién del Org. Mass Spectrom.) y la simple
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TABLA 1. Muestras de glucésidos

Nombre Otros Férmula Peso M.p Tipo de
nombres moleculag | molecular °0o) glucésido

Convallato- | Convallaton CpH,,0y ‘ 550 25 Mono

toxina Corglycon
Oleandrina | Polinarin |, C,;l:laog 576° .} "250 Mono
Glucosid A | — 7 ¢| CyuH;0; | 576 | 247 '| Mono

Digitalina | Diginorgin || CyHy0, | 712 | 2437 Di
L s N et ] w] e

[

Glucosid B | — ' C;gngO,,,, 722 510 4 Di - -

R I R UE I T AT IS ¥,

Glyeyrrizin | _ | GaHaOu-|. 85 | 30Q:{ Di

amoniacal

Digitoxina | Carditoxin ;{" C, HgO;y | 764 | “250 | Tri

N

Gitoxina | Bigitalin [ “CH,O; | 780 | 285 | Tei-"
Lanatosid € | —~ |. CoHiOx-| 984. |. 248. | Tetra
Digitoxina | — CysHpOp | 1228 230 | Penta

Datos seglin Merck Index.
Férmula elemental de la glycyrrizin amoniacal: C42H6°O|6 (NH,) 2 -

PR

21 [

Fig. 1. Cambios en abundancias relativas de algunos iones-fragmento.. .

(1) - Ion molecular de convallatoxina; (2) Ton m/z = 340 de strophanti- '

na; (3) Ion molecular de oleandrina; (4) Ion m/z = 504 (GA1) de dlglto-

xma, (5) Ion m/z 105 de thevetosa, (6) Ion m/z = 162 (M-18) de
glucosa

(abundancia relativa'del ion-X),
(abundancna relatlva del ion X)n_,

donde n — potencial V...
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regidn
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Fig. 2. Esquema de fragmentacién del glucésido (ejemplo de digitoxina).

‘‘A’ — Regiones analiticas del espectro.

m/z=200 ion molecular

m/z

“B’’ — Esquema general de fragmentacién. Regiones analiticas del espectro:
(1)—Regi6n de los iones del primer aziicar; (2) — Region de los iones del segundo
azicar; (3) — Region de los iones del tercer aziicar; (4) — Region de la fragmenta-
cion de la genina; (5) — Region de la fragmentacion de la genina y de los azica-
res. Regiones divididas por marcadas pérdidas de m/z = 18 que corresponden a
las pérdidas del H, O de los enlaces entre aziicares. G - Genina; Al, A2, A3 — el

azicar correspondiente a la posicién estructural.
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Fig. 3. Espectros de masas de oleandrina (‘‘A’’), su genina —acetilogitoxigenina
(‘‘B”’) y el aziicar — D-cymarosa (‘‘C”’). Gl — glucésido, G — genina, Az —
azicar. Espectro El, equipo DuPont 500 B, inyeccion directa, 70 eV.
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comparacion de espectros permite definir la composi-
ci6n del compuesto. Sin embargo, contando con una
computadora (o equipo computarizado), se puede
formar el propio banco de informacién. La informa-
cién recibida durante los trabajos permitié establecer
tres organigramas (flow charts) independientes para

S

la elucidacién estructural y/o comparacién con otros
datos almacenados. Los flow charts se presentan en
las figuras 4, 5 y 6. El brim_er organigrama (algoryth-
mo) establece la bisqueda de los iones fragmento y
permite analizar los iones o fragmentos desprendidos
de la estructura durante los rompimientos bajo el haz

Read spectrum dato
co,o_l.oz,... o,

X

Read the number of data
n

I

Read the exactitude

Fig. 4. Flow chart para la determinaci6n de fragmentos analiticos
o iones diagnésticos.
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electrénico. El segundo sirve para definir las posi-
ciones y las diferencias en las abundancias relativas
en el caso de la sobreposicién de los iones por anali-
zar. El tercer flow chart permite definir diferencias
analiticas entre dos espectros. Los programas pueden
usarse en forma independiente o en conjunto segin
las necesidades analiticas.

‘ @

CONCLUSIONES.

1. Se demuestra que los espectros de masas de los
glucésidos (cardenolidos o saponinas) obtenidos
con la técnica de EI (impacto electrénico) mues-
tran marcados pasos de fragmentacién.

2. Un cambio en las condiciones externas de la corri-

Read the data of iarge spectrum
00192,0p,..-. G300 intensity
Q) 403, 0g.... G, _) Pposition

I .

b b2yt 1--- Do 2 Intensity
b Byby  baq.| pesition

Read the data of small spectrum

la.oc mnmamhmwmujl
no .

I

Imm Wd‘sblmlln the small spectrum -

| %2i2%k-2*9

1

/ PRINTroa_.,d /

[eet-

Fig. 5. Flow chart de comparacién de espectros.
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da del espectro, cambia la abundancia relativa de
los.iones; sin embargo, la abundancia cambia tan-
to en el espectro del glucésido como en los es-
pectros de sus componentes (genina y azicares).
La tendencia en todos los casos es la misma. Por
lo tanto, las sefiales del espectro se pueden tomar
como constantes.

. Las regiones del espectro pueden separarse en dos
corridas independientes, depués de la hidrélisis
del compuesto original, si la confusién analitica es

demasiado grande.

4. Se han establecido tres programas de resoluciones
analiticas que pueden usarse de manera rutinaria.
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Fig. 6. Flow chart de comparaci6n de espectros corridos en dite-
"rentes condiciones (T, eV).
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