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Resumen

En este trabajo de Tesis, se estudiaron nuevos compuestos de inter�es farmac�eutico
sintetizados por el grupo del Dr. Rub�en H. Manzo del Departamento de Farmacia de la
Facultad de Ciencias Qu��micas en la Universidad Nacional de C�ordoba. Estos compuestos
son derivados de las 
uoroquinolonas, una familia de agentes antibacterianos sint�eticos de
amplia utilizaci�on en cl��nica [1]-[2]. Uno de estos compuestos present�o polimor�smo y fue
exhaustivamente estudiado por varias t�ecnicas de estado s�olido.

Para los sistemas estudiados aqu��, el n�ucleo de13C ser�a la primera opci�on para los
experimentos de CPMAS. Sin embargo, otros n�ucleos tambi�enfueron relevantes, en par-
ticular para el estudio de polimor�smo. En particular, los sistemas estudiados contienen
nitr�ogeno y realizar CPMAS de 15N en abundancia natural es interesante para el an�alisis
de las drogas, a pesar de requerir de muchas acumulaciones debido a la baja receptividad
de este n�ucleo.

Los derivados 
uoroquinol�onicos contienen 
�uor, y el 19F es un excelente n�ucleo para
RMN. A pesar de que en las etapas tempranas de la CPMAS para sistemasorg�anicos
hab��a problemas tecnol�ogicos para lograr el desacople de protones en experimentos que
involucraban 19F debido a la cercan��a en las frecuencias de resonancia de19F y 1H, actual-
mente este problema est�a resuelto, lo que nos permiti�o estudiar los compuestos utilizando
tambi�en este n�ucleo. Hay muy pocos ejemplos en la literaturade 19F aplicada al estudio
de polimor�smo, entre ellos los trabajos del grupo de Robin K.Harris [3]-[4] y del grupo
de R. M. Wenslow [5].

Hasta el momento no mencionamos la RMN de1H, que si bien es muy importante
en la RMN de estado l��quido, en la RMN de estado s�olido presenta problemas a la hora
de obtener espectros de alta resoluci�on debido a la fuerte interacci�on dipolar entre es-
tos n�ucleos que es muy dif��cil de remover. El primer uso de1H de alta resoluci�on para
el estudio de polimor�smo org�anico fue para el �acido aminobenzoico [6]. En esta tesis
hicimos uso de los avances tecnol�ogicos en esta �area y logramos realizar experimentos de
alta resoluci�on en 1H a muy altas velocidades de rotaci�on que nos permitieron entender
aspectos cristalogr�a�cos importantes de los polimorfos estudiados.
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Cap��tulo 1

Introducci�on

Oh! Siempre llegar�as a alguna parte, si caminas lo bastante.

Lewis Carroll

1.1. Un poco de historia

El origen de la palabra farmacia es generalmente atribuido ala palabra griega phar-
makon ("remedio"). Desde hace m�as de 80.000 a~nos, en la era paleol��tica, las personas ya
estaban interesados en la 
ora que los rodeaba y es muy dif��cildeterminar el comienzo de
la pr�actica farmac�eutica, ya que esta existe en el mundo rudimentario desde antes de que
existiera la misma palabra.

Desde las m�as antiguas civilizaciones el hombre ha utilizado como forma de alcanzar
mejor��a en distintas enfermedades productos de origen vegetal, mineral, animal o en los
�ultimos tiempos sint�eticos. En un comienzo, combinar diferentes compuestos era consi-
derado un arte practicado s�olo por los sacerdotes y los doctores. Los primeros procesos
qu��micos conocidos fueron llevados a cabo por estos artesanos en la Mesopotamia, Egipto
y China. Muchos de ellos eran empleados en templos y palacios.En los templos los sa-
cerdotes ten��an tiempo especialmente para especular acercadel origen de los cambios que
ve��an en el mundo que los rodeaba. Sus teor��as generalmente involucraban la magia, pero
tambi�en desarrollaron ideas de astronom��a, matem�atica y cosmolog��a que utilizaron para
tratar de explicar algunos cambios que ahora son consideradosqu��micos.

La primera cultura en considerar estas ideas de manera cient���ca fue la cultura griega.
Desde los tiempos de Thales, alrededor del a~no 600 a.c., los �l�osofos griegos hac��an espe-
culaciones l�ogicas acerca del mundo f��sico en lugar de depender de los mitos para explicar
los fen�omenos observados.

En la cultura romana exist��an numerosas formas de administrarlas sustancias uti-
lizadas para curar enfermedades. As��, se utilizaban los electuarios como una mezcla de
varios polvos de hierbas y ra��ces medicinales a los que se lesa~nad��a una porci�on de miel
fresca. La miel adem�as de ser la sustancia que servir��a como veh��culo de los principios ac-
tivos, daba mejor sabor al preparado. En ocasiones se usaba az�ucar. Tambi�en se utilizaba
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un jarabe, el cual ya conten��a az�ucar disuelta, en vez de agua y el conjunto se preparaba
formando una masa pastosa.

Es precisamente en la Edad Media donde comienza la actividad del farmac�eutico
separado del m�edico. En su botica realiza sus preparaciones magistrales, entendidas �estas
como preparaciones individualizadas de los remedios prescritos para cada paciente. En el
Renacimiento se va produciendo una separaci�on m�as clara de la actividad farmac�eutica
frente a m�edicos, cirujanos y especieros, mientras que se va produciendo una revoluci�on
en el conocimiento farmac�eutico que se consolida como ciencia en la Edad Moderna.
La formulaci�on magistral es la base de la actividad farmac�eutica conjuntamente con la
formulaci�on o�cinal, debido al nacimiento y proliferaci�on de farmacopeas y formularios,
y esta situaci�on contin�ua hasta la segunda mitad del siglo XIX.

La industrializaci�on tuvo un gran impacto en todos los aspectos de la actividad far-
mac�eutica. Primero, llev�o a la creaci�on de nuevos compuestos que los farmac�euticos no
pod��an realizar por sus propios medios de manera individual. Segundo, muchos f�armacos
que los farmac�euticos pod��an elaborar, ahora se pod��an realizar en la industria de manera
menos costosa y de mejor calidad. Tercero, la industria asumi�o la responsabilidad que
tradicionalmente se volcaba sobre el farmac�eutico, por la calidad del medicamento.

A partir de este momento empiezan a aparecer los espec���cos, que consist��an en medica-
mentos preparados industrialmente por laboratorios farmac�euticos.

Los cambios que trajo al mundo la revoluci�on industrial encontraron r�apidamente
una aplicaci�on en la industria de compuestos farmac�euticos,especialmente debido a los
desarrollos cient���cos del siglo XIX. La manufactura a gran escala produjo un gran impacto
en la sociedad.

En la actualidad, las regulaciones y los an�alisis que deben realizarse en cada etapa del
dise~no y elaboraci�on de los f�armacos y medicamentos son cada vez mayores.

Cuando se desarrolla un nuevo compuesto de inter�es farmac�eutico, la estructura mo-
lecular del mismo es generalmente conocida antes de comenzarcon los experimentos para
su determinaci�on en soluci�on. Sin embargo, es usual que la forma de dosi�caci�on �nal con
que se comercializa el medicamento no sea en estado l��quido, sino en estado s�olido. El 80
% de los medicamentos actualmente disponibles en el mercado sepresentan como formas
de dosi�caci�on s�olidas con f�armacos en estado s�olido.

Por mucho tiempo se ha sabido que los compuestos pueden existir enm�as de una forma
polim�or�ca [7]. La de�nici�on cl�asica de polimor�smo es la h abilidad de una sustancia para
existir como dos o m�as formas cristalinas que tienen diferentes arreglos y/o conformaciones
de las mol�eculas en la red cristalina [8] (dando como resultado el mismo compuesto en
soluci�on). El concepto de polimor�smo se ilustra de manera cl�asica con el bien conocido
caso del carbono, que presenta 4 polimorfos s�olidos con propiedades muy diferentes entre
s�� (diamante, nanotubos, gra�to y fullereno).

En el caso de los s�olidos farmac�euticos, Borka y Haleblian (1990) publicaron un lista
de compuestos farmac�euticos que inclu��a a 614 principios activos y 23 excipientes con
capacidad polim�or�ca. Algunos de esos f�armacos, como el paracetamol, son l��deres en el
mercado, y otros presentan una alta tendencia a formar polimorfos, como es el caso de
los esteroides (67 %), sulfamidas (40 %) y barbit�uricos (63 %).
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Actualmente, la de�nici�on de polimorfo abarca a los s�olidoslibres de solventes, a los
solvatos y a los amorfos (ver Fig.1.1).

Los s�olidos amorfos consisten en arreglos desordenados de mol�eculas y no poseen una
estructura cristalina distinguible [9]. Si bien los s�olidos amorfos poseen propiedades intere-
santes desde un punto de vista farmac�eutico, como por ejemplo una mayor solubilidad,
no acostumbran a ser comercializados debido a su inferior estabilidad qu��mica, su may-
or higroscopicidad y su tendencia a cristalizar. Sin embargo, existen principios activos
comercializados en forma amorfa debido a su mayor biodisponibilidad. Tal es el caso de
la Novobiocina [10]. En su forma cristalina, es poco absorbida por el organismo y llega
a alcanzar niveles en sangre insu�cientes, en claro contraste con la elevada velocidad de
absorci�on de la forma amorfa.

Existe una tercera posibilidad en la que un principio activo puede ser obtenido (ver
�gura 1.1). Los "solvatos" son fases s�olidas en las que mol�eculas de disolvente ocupan
posiciones regulares dentro de la estructura cristalina. Algunas familias de f�armacos como
los esteroides y sulfonamidas son especialmente proclives a formar solvatos [11].

Figura 1.1: Distintas formas s�olidas en que puede ser obtenido un compuesto de inter�es far-
mac�eutico.

El polimor�smo es un fen�omeno interesante. Las formas polim�or�cas de un ingrediente
farmac�eutico activo (IFA) pueden tener diferentes propiedades f��sicas y qu��micas, como
punto de fusi�on, reactividad qu��mica, solubilidad aparente tasa de disoluci�on, propiedades
�opticas y mec�anicas. Estas propiedades pueden tener efectos directos en la estabilidad
de los compuestos, su disoluci�on y biodisponibilidad. De esta manera, el polimor�smo
puede afectar la calidad, seguridad y e�cacia de los medicamentos. En la �gura 1.2 se
muestra las diferentes morfolog��as de tres polimorfos del antibi�otico Nor
oxacina [12].
Los polimorfos di�eren, en principio, en todas sus propiedades. De all�� que sea de gran
importancia producir el polimorfo deseado. La aparici�on dediferentes polimorfos es muy
sensible a las condiciones de elaboraci�on, y se han registrado casos de desaparici�on de
polimorfos [13] asi como tambi�en de irreproducibilidad de los mismos. Los problemas con
el cambio polim�or�co pueden ocurrir durante el proceso de elaboraci�on, empaquetamiento
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Figura 1.2: Diferentes morfolog��as observadas a trav�es de microscopia electr�onica de rastreo
(SEM), correspondientes a los tres polimorfos del antibi�otico Nor
oxacina obtenidos por cristal-
izaci�on.

o almacenamiento.
Un caso paradigm�atico que ilustra este concepto es el de Ritonavir, un f�armaco para el

tratamiento del s��ndrome de inmunode�ciencia humana (SIDA) [14]. �Este hab��a sido pro-
ducido y comercializado durante 18 meses, hasta que se detect�o,durante la producci�on,
un nuevo polimorfo m�as estable y la mitad de soluble que el anterior. El laboratorio se
vio forzado a retirar el medicamento del mercado, puesto que sumenor biodisponibilidad
hac��a que las dosis prescritas fueran insu�cientes desde un punto de vista terap�eutico. Nat-
uralmente, las p�erdidas econ�omicas fueron muy cuantiosas,y el fabricante se vio obligado
a cambiar la formulaci�on, teniendo que suministrar el medicamento como una c�apsula con
el principio activo predisuelto.

El polimor�smo en los compuestos de inter�es farmac�eutico noes un hecho aislado, se
sabe que el 90 % de los compuestos tienen m�ultiples formas, el 48% tiene polimorfos, el
38 % tiene formas hidratadas y el 30 % solvatos [15]. Por lo tanto, son necesarias t�ecnicas
anal��ticas en estado s�olido para la caracterizaci�on de lasnuevas entidades qu��micas en las
etapas de desarrollo y comercializaci�on.

El aumento en los requerimientos de las autoridades regulatorias y los problemas de
patentes revolucionaron las actitudes de las compa~n��as farmac�euticas desde comienzos de
los a~nos 90. Desde entonces, se han desarrollado muchas herramientas para enfrentar el
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desaf��o de investigar la estructura qu��mica y cristalogr�a�ca de diversos compuestos en
estado s�olido. En principio, los experimentos de difracci�on de cristales simples producen
mapas detallados de las posiciones at�omicas en la celda unidad asim�etrica y esos trabajos
son considerados de gran valor en la caracterizaci�on de estados�olido. Sin embargo, la
mejor estrategia para el estudio de compuestos en estado s�olido claramente involucra la
combinaci�on de varias t�ecnicas anal��ticas complementarias.

La Resonancia Magn�etica Nuclear (RMN) es una t�ecnica que midela energ��a asociada
con la reorientaci�on de los n�ucleos en presencia de un campomagn�etico ([16],[17]). El uso
de la espectroscop��a de RMN en la investigaci�on farmac�eutica tiene una historia larga y
exitosa, mayormente en la etapa de desarrollo del compuesto farmac�eutico.

En 1958, Lauterbur public�o el primer espectro de RMN de13C de CaCO3 [18]. Sin
embargo, la t�ecnica no fue muy utilizada debido a la baja sensibilidad del n�ucleo y al gran
ensanchamiento de las l��neas de resonancia a causa de la interacci�on dipolar heteronuclear.

El comienzo de la alta resoluci�on en los espectros de RMN de13C y otros n�ucleos
comienza en 1976, cuando Schaefer y Stejskal [19] mostraron por primera vez la potencial-
idad de la combinaci�on de las t�ecnicas de Rotaci�on al�Angulo M�agico (MAS), Polarizaci�on
Cruzada (CP) y Desacople de alta potencia de protones. En las dos d�ecadas siguientes a
la aparici�on de ese art��culo, el uso de esta combinaci�on de t�ecnicas (CPMAS) fue mayor-
mente aplicada a pol��meros sint�eticos y a materiales relacionados con zeolitas y, aunque
algunos trabajos fueron realizados en compuestos farmac�euticos org�anicos, fue reci�en en
los �ultimos 15 a~nos que el poder de la RMN de estado s�olido en �esta �area fue ampliamente
reconocido. Esta combinaci�on de m�etodos es necesaria para aumentar la sensibilidad de
RMN en estado s�olido y tambi�en para superar problemas asociados con el hecho de que
la movilidad molecular es relativamente baja. De esta manera, propiedades como la inter-
acci�on dipolar, que es dependiente de la orientaci�on, son promediadas de forma tal que
no tengan gran in
uencia en las frecuencias de resonancia (proceso que ocurre de manera
natural en estado l��quido debido a los movimientos moleculares).

La RMN de alta resoluci�on de estado s�olido es una herramienta anal��tica complemen-
taria a la cristalograf��a de rayos X, y provee informaci�on estructural muy �util para estudiar
la estructura molecular.

La primera publicaci�on mencionando la realizaci�on de un espectro de CPMAS de13C
para una transici�on de fase org�anica fue la de Becker, Suwelack y Mehring [20] en 1978,
mientras que el primer informe de un espectro de CPMAS de13C para un polimorfo
org�anico a temperatura ambiente parece ser el de Ripmeester [21] en 1980.

La t�ecnica de CPMAS es actualmente aplicada rutinariamente, pero los experimentos
de RMN se han expandido hasta dar lugar a un gran n�umero de experimentos so�sticados,
que comprenden una gran variedad de secuencias de pulsos para responder a diferentes
preguntas, acerca de la movilidad molecular, las transformaciones de fase y hasta sobre
la estructura molecular.

Tradicionalmente, la caracterizaci�on f��sica de los f�armacos se basaba en la difracci�on
de rayos X en polvo (DRXP) y en los m�etodos t�ermicos como la calorimetr��a diferencial
de barrido (DSC) y la termogravimetr��a (TG). En los a~nos 40, la espectroscop��a IR se
convirti�o en otra t�ecnica muy empleada. Sin embargo, ahora se puede argumentar que la
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t�ecnica de RMN de estado s�olido es la t�ecnica por excelenciapara la caracterizaci�on de
f�armacos en estados s�olido.

La primera comparaci�on de dos polimorfos de inter�es farmac�eutico mediante la t�ecnica
de RMN se public�o en 1980 [22] para el compuesto nolvadex. A partir de all�� se publicarion
algunos trabajos sobre dicha t�ecnica en la d�ecada de los a~nos 80, especialmente de los
grupos de Stephen R. Byrn y Robin K. Harris, pero las empresas farmac�euticas segu��an
sin apreciar el potencial de la RMN en estado s�olido.

En el a~no 1989, Etter y Vojta publicaron un trabajo sobre el usode la espectro-
scop��a de RMN en estado s�olido junto con la cristalograf��a de rayos X para estudiar la
estructura de s�olidos farmac�euticos. As��, fen�omenos talescomo el polimor�smo, m�ultiples
mol�eculas por celda unidad asim�etrica, desorden, interacciones puente hidr�ogeno inter e
intra moleculares, tautomerismo y solvataci�on fueron estudiados por espectroscop��a de
RMN en estado s�olido. Su trabajo demostr�o que el an�alisis estructural y conformacional
de s�olidos farmac�euticos por t�ecnicas espectrosc�opicas yde difracci�on prove��an informa-
ci�on complementaria. Por lo tanto, una caracterizaci�on completa de los compuestos debe
incluir ambas t�ecnicas.

Una de las ventajas de la RMN es la habilidad de estudiar sistemas que no pueden
analizadas por difracci�on de Rayos X. Las formas amorfas, porejemplo, por lo general dan
muy buenos resultados en RMN. La RMN tambi�en es muy �util para detectar desorden
estructural [23],[24]. Otra ventaja es la posibilidad de realizar experimentos en funci�on de
la temperatura, en el rango de -150oC a 200oC.

La cristalograf��a de RMN es una disciplina emergente para agregar a las reconocidas
�areas de cristalograf��a de rayos X, de neutrones y electr�onica. Su poder reside en parte,
en su naturaleza complementaria a los m�etodos de difracci�on, y al resolver problemas
estructurales en estado s�olido va a ser necesario usar dos t�ecnicas a la vez.

Mencionemos algunas de las debilidades de DRX. Es una t�ecnica que se basa en orden
de largo alcance, es por ello que se necesitan cristales de un tama~no razonable. El factor
determinante de los experimentos es la densidad electr�onica y no la posici�on de los n�ucleos.
Los �atomos de1H no pueden ser bien localizados, especialmente en presencia de �atomos
pesados. El desorden en los compuestos puede traer problemas, porejemplo, no se puede
obtener informaci�on estructural para los s�olidos amorfos, ni se pueden estudiar materiales
heterog�eneos.

Es por esto que la RMN de estado s�olido nos permite estudiar varios aspectos que
no se pueden analizar mediante DRX. Los espectros de RMN dependen del entorno local
del n�ucleo estudiado. As��, es posible obtener informaci�on inmediata acerca de la unidad
asim�etrica. Se pueden medir distancias internucleares a trav�es de las constantes de acople
dipolar. Permite estudiar desorden espacial y din�amicoy es posible analizar materiales
heterog�eneos.

Uno de los atributos mas poderosos de la RMN como herramienta para investigar la
estructura qu��mica es la posibilidad de acceder a diferentesn�ucleos y por lo tanto estudiar
un amplio rango de elementos. De hecho, todos lo elementos conis�otopos no radiactivos
tienen al menos un nucl�eido magn�etico excepto el Arg�on y elCerio. Adem�as, la RMN
es muy espec���ca, es decir, cada nucleido tiene su rango de resonancia en un campo
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magn�etico dado y se superponen en casos muy raros. Entonces, los diferentes elementos
que forman un dado compuesto pueden ser estudiados por RMN, los espectros de cada
uno de estos n�ucleos proveen informaci�on complementaria.

Es importante notar que la RMN es una t�ecnica multinuclear no destructiva que puede
mostrar el entorno qu��mico de determinados n�ucleos dentrode la mol�ecula. Adem�as, es
una t�ecnica cuantitativa que debe usarse junto a otras t�ecnicas de estado s�olido como
la TG, DSC, Microscop��a �Optica y t�ecnicas de difracci�on de rayos X (de polvo y de
monocristal), para la investigaci�on de f�armacos.

El an�alisis de diferentes compuestos de inter�es farmac�eutico por RMN en estado s�oli-
do puede proveer informaci�on crucial que generalmente dirime informaci�on contradictoria
brindada por otras t�ecnicas anal��ticas tales como la espectroscop��a Infrarroja con Trans-
formada de Fourier (FTIR), la difracci�on de rayos X y m�etodos t�ermicos de an�alisis.

1.2. Nuestro Trabajo

En este trabajo de Tesis, se estudi�o nuevos compuestos de inter�esfarmac�eutico sin-
tetizados por el grupo del Dr. Rub�en H. Manzo del Departamento de Farmacia de la
Facultad de Ciencias Qu��micas en la Universidad Nacional de C�ordoba. Estos compuestos
son derivados de las 
uoroquinolonas, una familia de agentes antibacterianos sint�eticos de
amplia utilizaci�on en cl��nica [1]-[2]. Uno de estos compuestos present�o polimor�smo y fue
exhaustivamente estudiado por varias t�ecnicas de estado s�olido.

Para los sistemas estudiados aqu��, el n�ucleo de13C ser�a la primera opci�on para los
experimentos de CPMAS. Sin embargo, otros n�ucleos tambi�enfueron relevantes, en par-
ticular para el estudio de polimor�smo. En particular, los sistemas estudiados contienen
nitr�ogeno y realizar CPMAS de 15N en abundancia natural es interesante para el an�alisis
de las drogas, a pesar de requerir de muchas acumulaciones debido a la baja receptividad
de este n�ucleo.

Los derivados 
uoroquinol�onicos contienen 
�uor, y el 19F es un excelente n�ucleo para
RMN. A pesar de que en las etapas tempranas de la CPMAS para sistemasorg�anicos
hab��a problemas tecnol�ogicos para lograr el desacople de protones en experimentos que
involucraban 19F debido a la cercan��a en las frecuencias de resonancia de19F y 1H, actual-
mente este problema est�a resuelto, lo que nos permiti�o estudiar los compuestos utilizando
tambi�en este n�ucleo. Hay muy pocos ejemplos en la literaturade 19F aplicada al estudio
de polimor�smo, entre ellos los trabajos del grupo de Robin K.Harris [3]-[4] y del grupo
de R. M. Wenslow [5].

Hasta el momento no mencionamos la RMN de1H, que si bien es muy importante
en la RMN de estado l��quido, en la RMN de estado s�olido presenta problemas a la hora
de obtener espectros de alta resoluci�on debido a la fuerte interacci�on dipolar entre es-
tos n�ucleos que es muy dif��cil de remover. El primer uso de1H de alta resoluci�on para
el estudio de polimor�smo org�anico fue para el �acido aminobenzoico [6]. En esta tesis
hicimos uso de los avances tecnol�ogicos en esta �area y logramos realizar experimentos de
alta resoluci�on en 1H a muy altas velocidades de rotaci�on que nos permitieron entender
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aspectos cristalogr�a�cos importantes de los polimorfos estudiados.



Cap��tulo 2

Resonancia Magn�etica Nuclear
(RMN)

Basta un poco de esp��ritu aventurero para estar siempre satisfechos, pues en esta vida,
nada sucede como dese�abamos, como supon��amos, ni como ten��amos previsto.

Noel Claras�o

2.1. Elementos B�asicos

Muchos n�ucleos at�omicos en su estado fundamental tienen un momento angular de
esp��n, ~J, distinto de cero y un momento magn�etico asociado a este momento angular de
esp��n que est�a dado por

~� = 
 ~J (2.1)

Donde 
 es el factor giromagn�etico y es una constante caracter��stica de cada tipo
de n�ucleo. Con pocas excepciones, el orden de magnitud de estos momentos magn�eticos
est�a entre 10� 3 y 10� 4 magnetones de Bohr. Son estos momentos los que dan lugar al
magnetismo nuclear [17].

Para �jar ideas, pensemos inicialmente en un modelo vectorial. La magnetizaci�on
neta ~M , proveniente de los n�ucleos en una muestra en presencia de un campo magn�etico
aplicado ~B 0 es la suma vectorial de los momentos magn�eticos individuales asociados a
cada n�ucleos (ver �gura 2.1) [25].

~M =
X

i

~� i (2.2)

en donde~� i es el momento magn�etico asociado con eli -�esimo n�ucleo (~� i = 
 ~J i ) .
Entonces, podemos escribir la magnetizaci�on neta de la muestra como

~M = 
 ~J (2.3)
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Figura 2.1: Modelo cl�asico de la formaci�on de la magnetizaci�on neta en una muestra.

En la ecuaci�on anterior, ~J es la suma de los momentos angulares de esp��n de cada
n�ucleo.

Si la muestra es colocada en un campo magn�etico uniforme~B 0 se produce un torque
~T sobre el vector magnetizaci�on,

~T =
d
dt

~J (2.4)

y en este caso tenemos
~T = ~M � ~B0 (2.5)

Combinando las ecuaciones 2.3-2.5 podemos escribir

d ~M
dt

= 
 ~M � ~B0 (2.6)

que describe el movimiento del vector magnetizaci�on~M en el campo~B 0. La magnetizaci�on
va a precesar en torno a~B 0 manteniendo un �angulo constante con el campo magn�etico
como se muestra en la �gura 2.2. A la frecuencia de precesi�on se lellama frecuencia de
Larmor. En la RMN el campo magn�etico aplicado es generalmente llamado ~B 0 y se lo
considera en la direcci�onz (B0k̂), de esta manera la frecuencia de Larmor queda de�nida
como

! 0 = 
B 0 (2.7)

La frecuencia de precesi�on tiene un signo de�nido y su sentido est�a determinado por
el signo del factor giromagn�etico
 .

Pensemos ahora en el efecto que tendr�a sobre los n�ucleos la aplicaci�on de ondas de
radiofrecuencia (rf). Las ondas de rf tienen asociadas a ellas un campo magn�etico oscilante
(~B 1) que ser�a el que act�ue, junto al campo est�atico, en un experimento de RMN.
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Figura 2.2: Movimiento de precesi�on.

El campo de radio frecuencia (rf) es una de las herramientas m�as importantes en RMN
y se aplica perpendicular a~B 0. Convencionalmente se representa al campo~B 1 como la
suma de dos componentes circularmente polarizadas, cada una de amplitud B1 y frecuencia
! rf . Una de estas componentes rotar�a en el mismo sentido que la precesi�on de los espines
y ser�a la responsable del fen�omeno de resonancia cuando! rf = ! 0. La otra componente
puede ignorarse ya que B1 << B0. Si realizamos una transformaci�on de coordenadas a
una terna que rote con frecuencia! rf en torno a ~B 0 logramos que el campo~B 1 parezca
estacionario, a esta terna se la llamaterna rotante.

Resumiendo, en presencia de un campo~B 0, el vector magnetizaci�on va a precesar con
una frecuencia! 0. Al aplicar un campo~B 1 con frecuencia! rf , y en el caso en que! 0 = ! rf ,
el vector magnetizaci�on aparece estacionario en la terna rotante. En efecto, el campo~B 0

es removido en esta terna y el campo efectivo est�atico paralelo a z es cero. Entonces, en
presencia de un pulso de rf, el �unico campo que permanece en la terna rotante es el campo
~B 1 y el vector magnetizaci�on precesar�a en torno al campo resultante, que este caso es~B 1,
con una frecuencia que denominaremos frecuencia de nutaci�on ! 1 = 
 B1. La direcci�on
del campo magn�etico producido por el pulso de rf puede estar encualquier lugar en el
plano xy. La fase de un pulso,� rf , est�a de�nida como el �angulo que hace~B 1 con el ejex
en la terna rotante.

En una terna que rota a! rf con respecto a~B 0, en ausencia de un pulso, la frecuencia
de precesi�on de Larmor es reducida de! 0 a ! 0 � ! rf alrededor de~B 0. Entonces, cuando
! 6= ! 0 el campo efectivo longitudinal en la terna rotante ya no es cero, y toma el valor
(B0 � !


 ). De esta manera, de�nimos un campo magn�etico efectivo~B ef

~B ef =
�

B0 �
!



�
k̂ + ~B 1 (2.8)

Y bajo esas circunstancias la magnetizaci�on precesa en torno de Bef en la terna rotante
con frecuencia


 = 
B ef (2.9)
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En los experimentos de RMN, generalmente decimos que los pulsos de rf voltean la
magnetizaci�on. El �angulo de volteo� rf es el �angulo que va a rotar la magnetizaci�on durante
el tiempo � rf que dure la aplicaci�on del pulso. De esta manera

� rf = ! 1� rf (2.10)

Entonces, el pulso est�a caracterizado por un �angulo de volteo� rf y una fase� rf . La
fase indica el �angulo entre el ejex y el eje alrededor del cual rota la magnetizaci�on. En la
�gura 2.3 se muestra el efecto de un pulso con� rf = �

2 y � rf = �
2 . La magnetizaci�on en la

direcci�on z es rotada en 90o alrededor del ejey dando una magnetizaci�on en la direcci�on
x.

Figura 2.3: Representaci�on de un pulso de
� �

2

�
y

Analicemos ahora la misma situaci�on, pero desde un punto de vistaMec�anico Cu�antico.
Pensemos en un sistema simple, por ejemplo, un esp��n aislado en el campo magn�etico
est�atico y uniforme de un experimento de RMN sin otras interacciones presentes. El
Hamiltoniano (Ĥ ) para un esp��n nuclear en un campo est�atico es

Ĥ = � �̂ � ~B 0 (2.11)

donde ^� es el operador momento magn�etico nuclear y~B 0 el campo magn�etico aplica-
do. Este Hamiltoniano es generalmente conocido comoHamiltoniano Zeeman. Podemos
de�nir el operador momento angular adimensional̂I , tal que Ĵ = ~Î . De esta manera, el
operador ^� puede escribirse en t�erminos del operador de esp��n nuclear adimensional,

�̂ = 
 ~Î (2.12)

Como en la secci�on anterior, consideramos a~B 0 en la direcci�on z y de esta manera se
obtiene

Ĥ = � 
 ~Î zB0 (2.13)

Las autofunciones deĤ son las funciones de onda que describen los posibles estados
del sistema de esp��n en el campo~B 0. Como Ĥ es proporcional aÎ z en este caso, las
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autofunciones deĤ son las autofunciones dêI z, y se escribenjI; m i , dondeI es el n�umero
cu�antico de esp��n nuclear. El n�umero cu�antico magn�etico m puede tomar 2I + 1 valores:
I , I � 1, I � 2, . . ., � I . Los autovalores deĤ son las energ��as asociadas con los diferentes
estados posibles del esp��n. Estas energ��as son

E I;m = � 
 ~B0m (2.14)

Para un n�ucleo conI = 1
2, m = � 1

2, hay dos autoestados posibles con energ��asE 1
2 ;� 1

2
=

� 1
2 
 ~B0 (ver �gura 2.4). Estos estados se conocen como estados Zeeman. Laenerg��a

de transici�on � E entre los estados de esp��n es
 ~B0. En unidades de frecuencia, esto
corresponde a! 0, la frecuencia de Larmor en el modelo vectorial.

Figura 2.4: Niveles de energ��a para un esp��n conI = 1
2 .

Entonces, en una muestra de n�ucleos no interactuantes de esp��n 1
2, cada sistema de

esp��n puede estar en uno de los dos autoestados. En equilibrio, hay una distribuci�on de
Boltzmann de los espines nucleares en estos dos estados posibles,la poblaci�on p de cada
autoestado , est�a dada por

p =
e(� E  =kB T )

P
 e(� E  =kB T )

(2.15)

dondeE  es la energ��a del autoestado . Para un esp��n 1
2 a Temperatura ambiente (Tamb�

300 oK), tenemos que
P

m= � 1
2

e(� E I;m =kB Tamb ) � 2
La magnetizaci�on neta de una muestra que contiene N espines, ser�a entonces

M = N
 ~

P I
m= � I me( 
 ~mB 0

k B T )

P I
m= � I e( 
 ~mB 0

k B T )
(2.16)
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El cociente 
 ~mB 0
kB T es por lo general un n�umero muy peque~no a Temperatura ambiente,

esto permite hacer un desarrollo lineal de la forma exponencial de Boltzmann, de esta
forma obtenemos

M =
N
 2~2B0

kB T

P I
m= � I m2

2I + 1
=

N
 2~2I (I + 1)
3kB T

B0 = � 0B0 (2.17)

donde � 0 es la susceptibilidad nuclear est�atica. La proporcionalidadde � 0 con 1
T es la

bien conocida Ley de Curie. Calculando las diferencias de poblaciones para1H, 13C y 15N
en presencia de un campo de 7.04 T como el que se encuentra en nuestro laboratorio
obtenemos los siguientes valores para la magnetizaci�on

M 1H = 2;04� 10� 5J=T

M 13 C = 1;42� 10� 8J=T

M 15 N = 7;70� 10� 10J=T

(2.18)

considerando N=1 mol, T=300oK y teniendo en cuenta la abundancia natural de cada
uno de los n�ucleos.

La naturaleza de los autoestados y sus poblaciones respectivasdeterminan todas las
propiedades del conjunto de sistemas de espines en la muestra y por lo tanto determina el
resultado de cualquier experimento de RMN. Por ejemplo, el valor de expectaci�on de la
magnetizaci�on z, est�a dado por la suma de todas las contribuciones provenientes de cada
autoestado, escaleado por la poblaci�on de cada uno de ellos. A este valor lo llamamos
promedio de ensamble de la magnetizaci�onz, y lo denotamos poniendo una barra sobre
la cantidad promediada

h^� zi = 
 ~
D

Î z

E
= 
 ~

X

 

p 

D
 

�
�
� Î z

�
�
�  

E
(2.19)

donde
 ~
D

 
�
�
� Î z

�
�
�  

E
es el valor de expectaci�on de la magnetizaci�on enz para un esp��n en

el autoestado . Para un sistema de dos niveles, correspondiente a un esp��n1
2 aislado en

un campo ~B 0, tenemos

ĥ� zi = 
 ~(p1
2

�
1
2

;
1
2

�
�
� Î z

�
�
�

1
2

;
1
2

�
+ p� 1

2

�
1
2

; �
1
2

�
�
� Î z

�
�
�

1
2

; �
1
2

�
)

= 
 ~(
1
2

p1
2

�
1
2

p� 1
2
)

=
1
2


 ~(p1
2

� p� 1
2
)

(2.20)

dondep� 1
2

son las poblaciones de los respectivos estados de esp��n. En otras palabras, la
magnetizaci�onz corresponde a la diferencia de poblaci�on entre los dos sistemas de espines.
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Como mencionamos en la secci�on anterior, un pulso de rf introduce un campo magn�etico
oscilante ~B 1(t) en el sistema de espines. Veremos que los autoestados del Hamiltoniano
que describe este sistema son dependientes del tiempo y adem�as soncombinaciones li-
neales de los estados Zeeman encontrados previamente. Es poresto que diremos que el
campo oscilante~B 1(t) mezcla los estados Zeeman.

Escribamos el Hamiltoniano que describe al sistema de un esp��n en presencia de un
campo magn�etico externo y est�atico~B 0 en la direcci�on z y un campo magn�etico oscilante
dependiente del tiempo~B 1(t) que vamos a considerar en la direcci�onx. de esta manera,
el campo total experimentado por el n�ucleo ser�a

~B total = îB1cos(! rf t) + k̂B0 (2.21)

El Hamiltoniano que describe la interacci�on de un esp��n~I con un campo magn�etico~B
esta dado por

Ĥ = � ~̂� � ~B = � 
 ~~̂I � ~B (2.22)

y en este caso tenemos

Ĥ = � 
 ~(Î zB0 + Î xB1cos(! rf t) (2.23)

Haciendo la transformaci�on a la terna rotante obtenemos

Ĥ 0 = � ~(( 
B 0 � ! rf )Î z + 
B 1Î x ) (2.24)

Resolviendo la ecuaci�on de Schr•odinger dependiente del tiempo, para un sistema com-
puesto por un esp��n 1

2 se obtiene

	 0(t) = c1
2
(t)

�
�
�
�
1
2

�
+ c� 1

2
(t)

�
�
�
� �

1
2

�
(2.25)

donde

c1
2
(t) = c1

2
(0)cos( 1

2! 1t) � ic� 1
2
(0)sen( 1

2! 1t)

c� 1
2
(t) = c� 1

2
(0)cos( 1

2! 1t) + ic 1
2
(0)sen( 1

2! 1t) (2.26)

Si calculamos el valor de expectaci�on de la magnetizaci�ony en la terna rotante luego
de la aplicaci�on de un pulso en la direcci�onx se obtiene

h^� y(t)i = �
1
2


 ~(p1
2
(0) � p� 1

2
(0))sen(! 1t) (2.27)

Vemos que el resultado es la magnetizaci�on inicial que ten��amos en el ejez multiplicada
por sen(! 1t), el mismo resultado que se obtiene en el modelo vectorial.
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2.2. Interacciones de Esp��n

Hasta ahora, las interacciones que hemos considerado sobre el sistema de espines han
sido aquellas interacciones con campos magn�eticos aplicados externamente. La interacci�on
con el campo est�atico y uniforme~B 0 en un experimento de RMN y la interacci�on debida
a los pulsos de rf,~B 1. Sin embargo, hay fuentes de campos magn�eticos en el interior de la
muestra que tambi�en afectan al sistema de espines y en muestras s�olidas pueden provocar
un gran ensanchamiento de las l��neas de resonancia.

Para un sistema de espines, el Hamiltoniano total del sistema (Ĥ T ) puede escribirse
como

Ĥ T = Ĥ Z + Ĥ rf + Ĥ CS + Ĥ D + Ĥ J + Ĥ Q (2.28)

Donde las principales interacciones son

� Ĥ Z , el Hamiltoniano Zeeman que describe la interacci�on de los espines nucleares
con el campo magn�etico externo~B 0.

� Ĥ rf , el Hamiltoniano de rf. Este es un Hamiltoniano dependiente deltiempo que
describe la interacci�on de los espines con el campo externo dependiente del tiempo,
~B 1.

� Ĥ CS , el Hamiltoniano de Corrimiento Qu��mico (CS por sus siglas en ingl�es, Chemical
Shift) que describe el efecto del apantallamiento electr�onico de ~B 0 sobre los espines
nucleares.

� Ĥ D , el Hamiltoniano de acople dipolar que describe la interacci�on esp��n-esp��n a
trav�es del espacio.

� Ĥ J , el Hamiltoniano de acople J o Hamiltoniano de acople escalar, describe la in-
teracci�on magn�etica indirecta entre los espines nucleares mediada por la presencia
de electrones.

� Ĥ Q, el Hamiltoniano de acople cuadrupolar. Este es un Hamiltoniano que describe
la interacci�on de los n�ucleos que poseenI > 1

2 con el gradiente de campo el�ectrico.

En un experimento de RMN, el campo~B 0 es, en general, varios �ordenes de magnitud
m�as grande que cualquier campo local originado en el interior de la muestra. De esta
manera, muchos de estos campos locales tienen efectos despreciables sobre el sistema de
espines (en equilibrio). Las �unicas componentes de los campos locales que tendr�an efecto
sobre el sistema ser�an

� las componentes paralelas o antiparalelas al campo aplicado ~B 0 y

� las componentes que precesan en el plano perpendicular al campo aplicado~B 0 a la
frecuencia de Larmor o con alguna frecuencia cercana a ella.
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Las componentes paralelas (o antiparalelas) al campo~B 0 se suman (o restan) a~B 0 y por
lo tanto alteran las energ��as de los estados de esp��n que est�an determinadas por el campo
total paralelo a ~B 0. Las componentes perpendiculares a~B 0 que precesan cercanas a la
frecuencia de Larmor est�an relacionadas a los pulsos de rf. Como ya hemos visto, tales
campos mezclan los estados Zeeman.

A continuaci�on, describiremos las interacciones m�as importantes para nuestro trabajo
de Tesis y consideraremos brevemente el efecto de cada una de ellas sobre el espectro de
RMN.

2.2.1. Corrimiento Qu��mico

El corrimiento qu��mico es probablemente una de las interacciones m�as importante en
RMN. Como es muy sensible al entorno local, ayuda a distinguir espines que se encuen-
tran dentro de diferentes grupos qu��micos, por ejemplo los n�ucleos de 13C de los grupos
arom�aticos, CH3-, CH2- y COOH tienen corrimientos qu��micos lo su�cientemente diferen-
tes como para distinguirlos.

Los n�ucleos en una muestra est�an rodeados por electrones. En presencia del fuerte cam-
po magn�etico est�atico ~B 0, los electrones cercanos al n�ucleo crean un campo magn�etico
inducido, ~B ind , por lo tanto el esp��n nuclear experimenta un campo local~B loc, que est�a da-
do por

~B loc = ~B 0 + ~B ind (2.29)

Figura 2.5: Mecanismo que produce el corrimiento qu��mico. Figura obtenida de ref. [26], c
 2008
John Wiley & Sons Ltd.

Este campo secundario contribuye al campo total sentido por el n�ucleo y por lo tanto
tiene la capacidad de modi�car la frecuencia de resonancia del mismo. La interacci�on
del campo secundario producido por los electrones con el n�ucleo es la interacci�on de
apantallamiento qu��mico. El corrimiento en frecuencia que provoca esta interacci�on en un
espectro de RMN es el corrimiento qu��mico (CS).
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El Hamiltoniano de apantallamiento qu��mico actuando sobre un esp��n ~I es

H CS = � 
 ~~I � � � ~B 0 (2.30)

En general, la distribuci�on electr�onica alrededor de un n�ucleo en una mol�ecula no
es esf�ericamente sim�etrica. Por lo tanto, el tama~no de la corriente electr�onica alrededor
del campo, y como consecuencia, el tama~no del apantallamiento, va a depender de la
orientaci�on de la mol�ecula dentro del campo aplicado~B 0. El tensor de apantallamiento
qu��mico � es un tensor reducible de rango 2 y puede representarse como

� =

0

@
� xx � xy � xz

� yx � yy � yz

� zx � zy � zz

1

A (2.31)

Es �util descomponer al tensor de apantallamiento qu��mico endos componentes, una
sim�etrica ( � s) y otra antisim�etrica ( � as)

� s =

0

@
� xx

1
2(� xy + � yx ) 1

2(� xz + � zx )
1
2(� xy + � yx ) � yy

1
2(� yz + � yz)

1
2(� xz + � zx ) 1

2(� yz + � zy) � zz

1

A (2.32)

� as =

0

@
0 1

2(� xy � � yx ) 1
2(� xz � � zx )

1
2(� xy � � yx ) 0 1

2(� yz � � yz)
1
2(� xz � � zx ) 1

2(� yz � � zy) 0

1

A (2.33)

La raz�on de descomponer el tensor de esta manera, es que s�olo la componente sim�etrica
va a afectar al espectro de RMN, como ya veremos m�as adelante. Por lo tanto, a partir
de ahora cuando mencionemos� nos estaremos re�riendo a la parte sim�etrica del mismo.

Podemos escribir el tensor� en un sistema de coordenadas en el cual sea diagonal.
Este eje de coordenadas se denomina Sistema de Ejes Principales(xSEP ; ySEP ; zSEP ). La
orientaci�on del SEP est�a determinada por la estructura electr�onica de la mol�ecula que
contiene al n�ucleo estudiado y est�a �jo con respecto a la mol�ecula. Podemos imaginarnos
al tensor como un elipsoide �jo en la mol�ecula y centrado en el n�ucleo. Los ejes principales
de la elipse coinciden con los ejes principales del SEP del tensor y la longitud de cada
eje principal del elipsoide es proporcional al valor principal del tensor asociado con ese
eje principal. Los tres valores principales del tensor de apantallamiento qu��mico � SEP

�� son
expresados generalmente como el valor isotr�opico� iso , la anisotrop��a � y la asimetr��a � .
Estas cantidades est�an de�nidas como

� iso =
1
3

(� SEP
xx + � SEP

yy + � SEP
zz ) (2.34)
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� = � SEP
zz � � iso (2.35)

� iso =
� SEP

xx � � SEP
yy

� SEP
zz

(2.36)

Veamos ahora c�omo afecta el tensor de apantallamiento qu��mico a nuestras muestras.
En una muestra s�olida en polvo, todas las orientaciones moleculares est�an presentes. Cada
orientaci�on molecular implica una orientaci�on diferente de los ejes principales del tensor
de apantallamiento qu��mico con respecto al campo~B 0 y por lo tanto tiene un corrimiento
qu��mico diferente asociado a �el. De esta manera, el espectro de RMN va a tener la forma
de un patr�on de polvo con l��neas provenientes de las diferentes orientaciones moleculares
cubriendo un rango de frecuencias. Las l��neas de cada orientaci�on se superponen formando
una l��nea continua.

Figura 2.6: Ensanchamiento del espectro de RMN en polvo. Figura obtenida de ref. [26], c
 2008
John Wiley & Sons Ltd.

La frecuencia espectral total en unidades absolutas es la frecuencia de Larmor m�as la
contribuci�on del corrimiento qu��mico

! = ! 0 + ! cs (2.37)

Sin embargo, cuando se realiza un experimento de RMN no se midennecesariamente
frecuencias absolutas; se utiliza una sustancia de referencia y la frecuencia de las l��neas
de la muestra son medidas relativas a una l��nea espec���ca en elespectro de la sustancia
empleada como referencia. El corrimiento qu��mico� iso se de�ne como

� iso =
� � � ref

� ref
(2.38)

Donde� es la frecuencia espectral de la se~nal para el esp��n de inter�es y � ref es la frecuencia
de resonancia del mismo esp��n en alg�un compuesto de referencia. El tensor de corrimiento
qu��mico correspondiente tiene los siguientes elementos

� �� =
� �� (ref ) � � ��

1 � � ��
(2.39)
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donde � �� es el elemento�� del tensor de apantallamiento para el esp��n de inter�es en
alg�un sistema de coordenadas, y� �� es el elemento correspondiente del tensor de corri-
miento qu��mico en alg�un sistema de coordenadas. La anisotrop��a de corrimiento qu��mico
y la asimetr��a se de�nen de la misma manera que para el apantallamiento qu��mico. Los
valores principales del tensor de corrimiento qu��mico se denominan � SEP

11 , � SEP
22 y � SEP

33 .
La anisotrop��a de corrimiento qu��mico (� cs), la asimetr��a ( � cs) y el corrimiento qu��mico
isotr�opico quedan de�nidos como

� cs = � SEP
11 � � iso (2.40)

� cs =
� SEP

33 � � SEP
22

� SEP
11

(2.41)

� iso =
1
3

(� SEP
11 + � SEP

22 + � SEP
33 ) (2.42)

Los corrimientos qu��micos observados est�an relacionados con el tensor de corrimiento
qu��mico mediante la relaci�on

� = � iso +
1
2

� cs(3cos2� � 1 + � cssen2�cos2� ) (2.43)

donde � y � son los �angulos polares que determinan la direcci�on del campo B 0 en el
sistema de coordenadas de los ejes principales.

El corrimiento qu��mico es predominante a nivel intramolecular, pero tambi�en tiene
aportes muy signi�cativos a nivel intermolecular. Por ejemplo, los corrimientos qu��micos
son diferentes en diferentes solventes y para la misma mol�ecula en un l��quido o en un s�olido
tambi�en lo son. Incluso, los corrimientos qu��micos pueden ser distintos para mol�eculas
id�enticas en el mismo cristal si la celda unidad del mismo contiene m�as de una mol�ecula,
como usualmente ocurre. Estas diferencias van a ser muy importantes para este trabajo
de Tesis, como veremos m�as adelante.

2.2.2. Interacci�on Dipolar

La interacci�on dipolar es una interacci�on que involucra apares de espines [26]. El esp��n
I j genera un campo magn�etico que interact�ua con el esp��n vecino I k , y viceversa. El acople
dipolar act�ua a trav�es del espacio y es apreciable entre n�ucleos que se encuentran pr�oximos
geom�etricamente. El Hamiltoniano para esta interacci�on puede escribirse en coordenadas
esf�ericas como

Ĥ D = bjk (AD + BD + CD + DD + ED + FD ) (2.44)
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Figura 2.7: Representaci�on de la variaci�on de la posici�on de la l��ne a de resonancia en un
monocristal, en funci�on de la orientaci�on de las mol�ecul as respecto al campo~B 0. Figura obtenida
de ref. [26], c
 2008 John Wiley & Sons Ltd.

Donde,

AD = I j
z I k

z

�
1 � 3 cos2 � jk

�

BD = �
1
4

�
I j

+ I k
� + I j

� I k
+

� �
1 � 3 cos2 � jk

�

CD = �
3
2

�
I j

+ I k
z + I j

z I k
+

� �
sen� jk cos� jk ei� jk

�

DD = �
3
2

�
I j

� I k
z + I j

z I k
�

� �
sen� jk cos� jk e� i� jk

�
(2.45)

ED = �
3
4

I j
+ I k

+ sen2 � jk e� 2i� jk

FD = �
3
4

I j
� I k

� sen2 � jk e2i� jk ;

los �angulos� jk y � jk son los �angulos polar y azimutal, respectivamente, que formael vector
internuclear r jk con el campo~B 0. Destacamos que
 1 
 2~2

r 3 corresponde a la interacci�on con
un campo local Bloc � 1 Gauss. Mientras que el Hamiltoniano Zeeman

H z = � ~B0

X

i


 i I z
i

corresponde a la interacci�on con un campo del orden de 105Gauss. De esto se deduce que es
posible tratar al Hamiltoniano dipolar como una perturbaci�on respecto de la interacci�on
Zeeman. A�un m�as, si analizamos los t�erminos (2.46) que conforman el Hamiltoniano
dipolar vemos queB; C; D; E; F son t�erminos no diagonales y por lo tanto, son los que
van a producir transiciones entre los autoestados del Hamiltoniano Zeeman.
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Debe tenerse en cuenta que si los espines son iguales (
 1 = 
 2) los niveles mezclados
por el t�ermino B son degenerados. En este caso el t�erminoB debe ser conservado, ya que
es el que determina la forma correcta de los autoestados de orden cero.

Con estas consideraciones se obtiene el Hamiltoniano dipolar truncado o Hamiltoniano
Secular,H 0

D , respecto del Hamiltoniano Zeeman.
Para espines iguales tenemos

Ĥ 0
II =

NX

j>k

NX

k

djk

�
2I z

j I z
k �

1
2

�
I +

j I �
k + I �

j I +
k

�
�

(2.46)

con

djk =
1
2


 2
I ~2

r 3
jk

�
1 � 3 cos2 � jk

�
(2.47)

Mientras que para el caso heteronuclear (llamamos~I al momento angular del esp��n de un
n�ucleo y ~S al del otro), escribimos

H 0
IS = 2bIS I zSz (2.48)

Donde,

bIS =

 I 
 S~2

r 3
IS

1
2

�
1 � 3 cos2 � IS

�
(2.49)

En este caso, la diferencia entre! 0I y ! 0S siempre es mucho mayor que el t�ermino B,
a�un cuando~I y ~S pueden corresponder a la misma especie nuclear (ej.13C)

La constante de acople dipolar contiene informaci�on acercade la distancia internu-
clear. El t�ermino entre par�entesis en la ecuaci�on 2.49 contiene informaci�on acerca de la
orientaci�on con respecto al campo est�atico~B 0. La interacci�on dipolar nos da informaci�on
muy �util, por ejemplo, distancias internucleares (inter moleculares e intra moleculares),
grado de orden en el sistema, etc. Esta interacci�on, al depender del �angulo � , s�olo sobre-
vive en medios anisotr�opicos como cristales l��quidos o s�olidos. Sin embargo, en RMN de
alta resoluci�on de estado s�olido esta interacci�on es generalmente indeseada debido a que
las l��neas resultantes son muy anchas, lo que lleva a tener pocaresoluci�on espectral. En
este caso, la interacci�on dipolar es removida utilizando algunas t�ecnicas experimentales
que ser�an mencionadas m�as adelante.

2.2.3. Interacci�on Cuadrupolar

Alrededor del 74 % de los n�ucleos activos para la RMN tienen esp��n mayor a 1
2. A

diferencia de los n�ucleos con esp��n12, la distribuci�on de carga el�ectrica de los n�ucleos con
esp��n I j � 1 no es esf�ericamente sim�etrica. Por lo tanto, la energ��a deinteracci�on de estos
n�ucleos cuadrupolares con los gradientes de campo el�ectrico de los electrones que lo rodean
depende de la orientaci�on del n�ucleo. El Hamiltoniano cuadrupolar puede escribirse como

Ĥ Q =
�
4

(AQ + BQ + CQ + DQ + EQ + FQ) (2.50)
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donde

AQ = 3I 2
z cos2 � � I 2 (2.51)

BQ =
3
2

(I + I � + I � I + ) sen2� (2.52)

CQ =
3
2

(I + I z + I zI + ) sen�cos�e(� i� ) (2.53)

DQ =
3
2

(I � I z + I zI � ) sen�cos�e(i� ) (2.54)

EQ =
3
4

I 2
+ sen2�e (� 2i� ) (2.55)

FQ =
3
4

I 2
� sen2�e (2i� ) (2.56)

Los �angulos � y � son los �angulos polares que describen la orientaci�on del ejez de la
terna de laboratorio en el SEP del gradiente de campo el�ectrico, y � es la constante de
acople cuadrupolar que est�a de�nida como

� =
e2qSEP

zz Q
h

(2.57)

En esta ecuaci�on,e es la carga del prot�on,Q es el momento cuadrupolar el�ectrico del
n�ucleo y qzz es la componentezz del tensor de rango 2 que describe el gradiente de campo
el�ectrico.

De la misma manera que la interacci�on de CS, la interacci�on cuadrupolar puede ser
descripta por su anisotrop��a� Q

� Q =
qSEP

xx � qSEP
yy

qSEP
zz

(2.58)

Recordemos que el Hamiltoniano Zeeman est�a dado por

Ĥ Z = � ! 0Î z (2.59)

Si la interacci�on Zeeman es el t�ermino dominante en el Hamiltoniano del sistema de
espines, luego, s�olo las partes seculares dêH Q afectar�an a las energ��as de los estados del
sistema de espines. La parte no secular de la matriz dêH Q (en este caso los t�erminos no
diagonales de la matriz en la base Zeeman) son peque~nos comparados con los t�erminos
provenientes del t�ermino Zeeman en el Hamiltoniano total. Por lo tanto, tienen muy poco
efecto sobre los autovalores de la matriz diagonalizada del Hamiltoniano completo para
el sistema de esp��nĤ Z + Ĥ Q.

En estas circunstancias, las energ��as aproximadas del sistema de esp��n se encuentran
recurriendo a la Teor��a de Perturbaciones. Las correcciones a segundo orden son general-
mente su�cientes para interacciones cuadrupolares que causan desdoblamientos menores a
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� 1/10 del desdoblamiento Zeeman en el campo particular empleado para los experimen-
tos de RMN. Las correcciones a primer y segundo orden a los niveles de energ��a Zeeman
debido al acople cuadrupolar son

E (1)
m =

e2qQ
4I (2I � 1)

(I (I + 1) � 3m2)[
1
2

(3cos2� � 1) � � Qcos2� (cos2� � 1)] (2.60)

E (2)
m = � (

e2qQ
4I (2I � 1)

)2 m
! 0

[�
1
5

(I (I + 1) � 3m2)(3 + � 2
Q)

+
1
28

(8I (I + 1) � 12m2 � 3)[(� 2
Q � 3)(3cos2� � 1) + 6� Qsen2�cos2� ]

+
1
8

(18I (I + 1) � 34m2 � 5)[
1

140
(18 + � 2

Q)(35cos4� � 30cos2� + 3)

+
3
7

� Qsen2� (7cos2� � 1)cos2� +
1
4

� 2
Qsen4�cos4� ]]

(2.61)

dondem denota el n�umero cu�antico magn�etico asociado con el nivelZeeman particular.
De estas ecuaciones es posible notar lo siguiente

� El primer t�ermino de la ecuaci�on 2.61 para la correcci�on asegundo orden de la
energ��a no depende de la orientaci�on del SEP; es un t�ermino isotr�opico. Este hecho
es muy importante ya que signi�ca que el corrimiento isotr�opico que se observa
en cualquier espectro de un n�ucleo cuadrupolar tiene una contribuci�on del acople
cuadrupolar, asi como del corrimiento qu��mico usual.

� El t�ermino de segundo orden es inversamente proporcional a lafrecuencia de Larmor
! 0. De esta manera, la importancia de este t�ermino disminuye a medida que se
aumenta el campo externo aplicado.

2.2.4. Interacci�on Dipolar Residual

Desde el descubrimiento de que en compuestos que conten��an14N las se~nales de los
carbonos ligados a estos n�ucleos presentaban desdoblamientos en el espectro de RMN
en estado s�olido, se detectaron muchos fen�omenos similares enlos espectros de RMN
de estado s�olido de13C y de otros n�ucleos con esp��n1

2, cuando se encuentran cerca de
n�ucleos cuadrupolares [27]. Este efecto involucra la transmisi�on de efectos cuadrupolares
(la existencia de una constante de acople cuadrupolar� en el n�ucleo cuadrupolar) al
n�ucleo de esp��n 1

2 que est�a siendo observado. Estos efectos se transmiten a trav�es de la
interacci�on dipolar magn�etica entre ambos n�ucleos, que asu vez depende de la distancia
internuclear.

Analicemos con m�as detalle esta situaci�on. Comencemos pensando que s�olo existe
interacci�on Zeeman para un par de espines I y S, donde I tiene esp��n 1

2 y vamos a considerar
que S tiene esp��nI = 1, de esta manera tenemos
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Ĥ Z = Ĥ I
Z + Ĥ S

Z (2.62)

Para este Hamiltoniano tendremos el esquema para los niveles deenerg��a que se mues-
tra en la �gura 2.8. Las transiciones que van a afectar al n�ucleo I ser�an 1! 4, 2! 5 y
3! 6.

Figura 2.8: Niveles de energ��a para un esp��n I con I = 1
2 y un esp��n S con I = 1 considerando

s�olo interacci�on Zeeman.

Si ahora tenemos en cuenta la interacci�on dipolar entre I y S, tendremos el siguiente
Hamiltoniano para el sistema de espines

Ĥ Z;D = Ĥ I
Z + Ĥ S

Z + ^H IS
D (2.63)

y observaremos una modi�caci�on en las frecuencias de transici�on, como se muestra en la
�gura 2.9. Considerando ^H IS

D como una perturbaci�on al Hamiltoniano Zeeman, obtenemos
que las frecuencias de transici�on en este caso son

� 1! 4 = � I � bIS (1 � 3cos2� )

� 2! 5 = � I

� 1! 4 = � I � bIS (1 � 3cos2� )

(2.64)

donde el �angulo � es el �angulo polar que forma el vector internuclearr IS con el campo
aplicado.
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Figura 2.9: Niveles de energ��a para un esp��n I con I = 1
2 y un esp��n S con I = 1 considerando

interacci�on Zeeman e interacci�on Dipolar.

Veamos ahora qu�e ocurre con los niveles de energ��a al introducir el efecto de la inter-
acci�on cuadrupolar. En este caso, tenemos el diagrama de energ��as que se muestra en la
�gura 2.10 y el siguiente Hamiltoniano para el sistema de espines

Ĥ Z = Ĥ I
Z + Ĥ S

Z + ^H IS
D + Ĥ Q (2.65)

Aplicando la Teor��a de Perturbaciones y tomando ^H IS
D y Ĥ Q como perturbaciones al

Hamiltoniano Zeeman, podemos ver que las frecuencias de transici�on son

� 1! 4 = � I �
9
4

bIS �
� S

� 2! 5 = � I +
9
2

bIS �
� S

� 1! 4 = � I �
9
4

bIS �
� S

(2.66)

Los t�erminos que contienen el productobIS � provienen de una contribuci�on del Hamil-
toniano Dipolar combinado con contribuciones cuadrupolares. Esta contribuci�on est�a dada
por la llamada Interacci�on Dipolar Residual.
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Figura 2.10: Niveles de energ��a para un esp��n I con I = 1
2 y un esp��n S con I = 1 considerando

interacci�on Zeeman, interacci�on Dipolar e interacci�on Cuadrupolar.

2.3. Operador densidad y Coherencias

Podemos de�nir el operador densidad como

� (t) =
X

k

pk j	 k i h	 k j (2.67)

Para cualquier observable, el valor medio sobre el ensamble estar�a dado por

hAi N = Tr(�A ) (2.68)

A partir de la ecuaci�on de Schr•odinger, se puede deducir la ecuaci�on que satisface el
operador densidad

d
dt

� (t) = �
i
~

[H ; � ] (2.69)

A la ecuaci�on anterior se la conoce como ecuaci�on de Liouville-Von Neumann y su
soluci�on formal viene dada por

� (t) = U(t)� (0)U(t)� 1 (2.70)
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con U(t) = Texp� i
Rt

0
^H(t0)dt0. T es el operador de Dyson de ordenamiento temporal,

que de�ne el orden a seguir en los casos en que el Hamiltoniano no conmuta a diferentes
tiempos.

Cuando el sistema se encuentra en equilibrio t�ermico con la red, las probabilidadespk

est�an dadas por la distribuci�on de Boltzmann , entonces el sistema de espines puede ser
descripto por

� B =
e(� Ĥ

kT )

Tre(� Ĥ
kT )

(2.71)

Si consideramos la aproximaci�on secular, s�olo debemos teneren cuenta la contribuci�on
de la interacci�on Zeeman (̂H = � 
 ~Î zB0), de esta manera el operador densidad queda

� B =
e(� 
 ~ ^I z B 0

kT )

Tre(� 
 ~ ^I z B 0
kT )

(2.72)

Luego de hacer una expansi�on en serie de Taylor y truncando a primer orden obtenemos
el operador densidad de equilibrio

� eq � Î +

 ~B0

kT
Î z (2.73)

El operador unidad,I , no evoluciona en el tiempo, ya que conmuta con cualquier otro
operador que describe interacciones internas, y puede ser despreciado. Entonces, el estado
inicial de equilibrio en un campo magn�etico est�atico orientado en la direcci�on z est�a dado
por la suma de los operadores de momento angular individualesen z.

La de�nici�on de coherencia est�a basada en el desarrollo de la funci�on de onda temporal
j	( t)i del sistema en t�erminos de una base estacionariaji i .

j	( t)i =
nX

i =1

ci (t) ji i (2.74)

Una coherencia entre el estadojr i y jsi existe cuando el promedio sobre el ensamble del
producto de los coe�cientes� rs (t) = cr (t)c�

s(t) no se anula. Los elementos� rs (t) forman la
matriz densidad. Debe notarse que un estado coherente no es un autoestado del operador
Hamiltoniano y es dependiente del tiempo.

Como vimos anteriormente, la interacci�on Zeeman produce un desdoblamiento de los
niveles de energ��a de acuerdo a la direcci�on de campo y la diferencia entre n�umeros
cu�anticos magn�eticos � mrs = mr � ms de�ne el orden de la coherencia. En general, un
elemento de matriz� rs (t) representa una coherencia de ordenp(p = mr � ms).

Un caso especial de coherencia es la coherencia cu�antica simple(SQ), o coherencia de
orden uno (� mrs = � 1), que corresponde a un observable de la magnetizaci�on transversal.
Tal coherencia corresponde a una se~nal de RMN inducida en la bobina de detecci�on que
puede ser directamente observada. Esto puede verse representadopor las transiciones
entre dos niveles de energ��a

�
� 1

2

�
y

�
� � 1

2

�
para un esp��n aislado I = 1

2 . Consideremos
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Figura 2.11: Coherencias.

ahora un par de espines12, con cuatro niveles de energ��a Zeeman correspondientes a
los cuatro estados posibles, que denotaremos

�
� 1

2
1
2

�
,

�
� 1

2 � 1
2

�
,

�
� � 1

2
1
2

�
y

�
� � 1

2 � 1
2

�
. En el

caso de espines homonucleares los niveles de energ��a correspondientes a
�
� 1

2 � 1
2

�
y

�
� � 1

2
1
2

�

est�an degenerados y se tienen tres niveles de energ��a igualmente espaciados (Figura 2.11).
Entonces, el espectro de RMN para las transiciones SQ permitidas va a ser una sola l��nea
de resonancia. Este ser��a el resultado si no se tuviera en cuenta elacople entre ellos. Si
consideramos ahora la interacci�on dipolar, vemos que �esta desdobla los niveles de energ��a,
El Hamiltoniano dipolar describe ese desdoblamiento. Este desdoblamiento es tal, que
ahora las dos transiciones SQ permitidas tienen diferente frecuencias. Por lo tanto se ve
un desdoblamiento de la l��nea que depende de la magnitud del acople. La coherencia entre
los estados

�
� 1

2
1
2

�
y

�
� � 1

2 � 1
2

�
, llamadas coherencias cu�anticas dobles (DQ), y entre

�
� 1

2 � 1
2

�

y
�
� � 1

2
1
2

�
, llamadas coherencia cu�anticas de orden cero (ZQ), est�a 'prohibida', esto signi�ca

que no puede ser detectada directamente. Cuando estas consideraciones se extienden a
sistemas de m�as de dos espines se habla de coherencias cu�anticas m�ultiples (MQ).
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Cap��tulo 3

Experimentos B�asicos de RMN

Muchos a~nos despu�es, frente al pelot�on de fusilamiento,el coronel Aureliano Buend��a
hab��a de recordar aquella tarde remota en que su padre lo llev�o a conocer el hielo. Macondo
era entonces una aldea de 20 casas de barro y ca~nabrava construidas a la orilla de un r��o
de aguas di�afanas que se precipitaban por un lecho de piedras pulidas, blancas y enormes
como huevos prehist�oricos. El mundo era tan reciente, que muchas cosas carec��an de
nombre, y para mencionarlas hab��a que se~nalarlas con el dedo.

G. Garc��a M�arquez

En el cap��tulo anterior introducimos los conceptos b�asicos de la RMN. Mencionamos
c�omo se comporta la magnetizaci�on en presencia de campos magn�eticos, cu�ales son las in-
teracciones m�as importantes en el sistema de espines estudiadoy c�omo afectan al espectro
de RMN.

En este cap��tulo, describiremos c�omo es el equipo empleado para realizar los exper-
imentos de RMN, y adem�as mencionaremos los experimentos m�as simples com�unmente
empleados en RMN de estado s�olido que fueron aplicados a los compuestos estudiados en
esta tesis.

3.1. El equipo de RMN

Los experimentos de RMN requieren de un campo magn�etico homog�eneo. Para lograr
esto, los espectr�ometros de RMN utilizan imanes superconductores. En un im�an supercon-
ductor el campo magn�etico se produce con una bobina hecha de material superconductor.
Para mantener la baja temperatura necesaria en la bobina lo que se hace es sumergirla
en Helio l��quido.

A presi�on atmosf�erica, la temperatura de ebullici�on del Helio l��quido es aproximada-
mente 4.2oK. Para reducir al m�aximo las p�erdidas por evaporaci�on deHe l��quido en la
zona de la bobina �esta debe aislarse t�ermicamente del exterior. El dise~no de los imanes se
realiza con una serie de c�amaras conc�entricas como se muestraen la �gura 3.1. La c�amara
central contiene el im�an a 4.2oK y se encuentra rodeada por una c�amara de muy alto
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vac��o. A continuaci�on va una segunda c�amara fr��a que contiene nitr�ogeno l��quido y luego
va una segunda c�amara de alto vac��o a temperatura ambiente (300 oK).

Figura 3.1: Esquema de un im�an de RMN superconductor.

La Figura 3.2 muestra un diagrama en bloques para un espectr�ometro tradicional de
RMN. Los espectr�ometros de RMN para s�olidos se caracterizan adem�as por las siguientes
particularidades: poseen imanes s�uperconductores de 89 mm de di�ametro de ori�cio in-
terno (di�ametro grande) para poder alojar los cabezales donde se ubica la muestra. Est�an
equipados con cabezales MAS para obtener espectros de alta resoluci�on. Poseen ampli�-
cadores de rf de alta potencia para irradiar l��neas anchas yrealizar desacople.

En las �guras 3.3 se muestra el im�an con el que contamos en el laboratorio y un cabezal
de MAS.

3.2. Fen�omeno de relajaci�on

Antes de comenzar con los experimentos de RMN, analizaremos elfen�omeno de rela-
jaci�on. Por relajaci�on entendemos a aquellos procesos quevuelven al equilibrio la mag-
netizaci�on cuando �esta ha sido perturbada por un pulso de rf. Debemos considerar tres
tipos de procesos:

� Primer tipo: relajaci�on esp��n-red o longitudinal, es la recuperaci�on de la componente
de la magnetizaci�on a lo largo del campo externo~B 0. El tiempo caracter��stico de
este proceso se denominaT1 (Equaci�on 3.1) y es el que gobierna la velocidad a la
cual los pulsos de rf pueden ser repetidos en un experimento simple de un pulso y
adquisici�on.
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Figura 3.2: Diagrama en bloques de un espectr�ometro tradicional de RMN.(1) cabezal, (2)
preampli�cador de se~nal, (3) transmisor y ampli�cador de potencia, (4) receptor, (5) detector y
(6) conversor anal�ogico digital.

Figura 3.3: (a) Im�an superconductor de 7.02 T, equivalente a una frecuencia de 300 MHz para
protones. (b) Cabezal de CPMAS, en la �gura insertada se muestran el portamuestra (o rotor)
de 7 mm, la bobina y el estator.
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M 0 � M z = ( M 0 � M z(0))e( � t
T1

) (3.1)

En la ecuaci�on anterior Mz es la componente de la magnetizaci�on paralela al campo
magn�etico externo ~B 0 y M0 es la magnetizaci�on de equilibrio t�ermico.

� Segundo tipo: relajaci�on transversal o esp��n-esp��n. Es el decaimiento de la compo-
nente transversal de la magnetizaci�on (Mxy ) relacionada con el "desfasaje de los
espines en el plano xy" (Equaci�on 3.2). El tiempo caracter��stico se denominaT2 y
est�a relacionado con el ancho de l��nea de la se~nal de RMN.

M xy (t) = M xy (0)e( � t
T2

) (3.2)

� Tercer tipo: relajaci�on esp��n red en el sistema rotante: gobierna el equilibrio de la
magnetizaci�on perpendicular a~B 0 en presencia de rf. El tiempo que caracteriza este
proceso se denominaT1� .

M (t) = M 0e
( � t

T1�
)

(3.3)

Para s�olidos, se cumple la siguiente relaci�on entre estos tres tiempos de relajaci�on

T2 << T 1� << T 1 (3.4)

siendoT2 del orden de decenas de microsegundos,T1� del orden de decenas de milise-
gundos yT1 desde varios segundos hasta horas.

3.3. Experimento de un pulso

El experimento m�as simple que puede realizarse en RMN es el experimento de un solo
pulso. El esquema de la secuencia de pulsos est�a representada en la�gura 3.4.

Analicemos el efecto de esta secuencia sobre la magnetizaci�on del sistema. Si se aplica
un pulso de (�2 ) ' , la magnetizaci�on, inicialmente en equilibrio (̂I z) es volteada al plano
x � y donde precesa en torno al ejez. Esta precesi�on produce un 
ujo magn�etico en la
bobina que rodea a la muestra, generando una fuerza electromotriz (fem) que puede ser
detectada. Esta se~nal se denomina se~nal inducida por decaimiento libre (FID) (ver �gura
3.5).

Como la magnetizaci�on transversal es un estado de no equilibrio, la FID decae con el
tiempo por interferencias destructivas de varios or��genescon constante temporalT �

2 . Si se
hace una Transformada de Fourier (FT) de la misma, se observa un espectro de frecuencia
centrado en! 0 cuyo ancho est�a relacionado con el tiempo de decaimiento de la FID. Si en
la muestra hay n�ucleos iguales, pero con diferentes entornoseste hecho se manifestar�a en
una diferencia en el valor del campo est�atico local y consecuentemente en una diferencia
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Figura 3.4: Experimento de un pulso.

Figura 3.5: Generaci�on de la se~nal de RMN

en las frecuencias de precesi�on. Esto da lugar a que el espectromuestre varias l��neas de
resonancia, una para cada sitio distinto.

En general, se deben realizar varias repeticiones consecutivas del experimento para
acumular datos y conseguir una buena relaci�on se~nal-ruido.El tiempo que se debe esperar
entre cada experimento est�a determinado porT1 y es aproximadamente 5T1. Observando
la ecuaci�on 3.1, vemos que la magnetizaci�on longitudinalse recupera un 99 % cuando se
ha esperado 5T1.

3.4. Rotaci�on al �Angulo M�agico (Magic Angle Spin-
ning (MAS))

La diferencia entre la RMN de estado l��quido y la RMN de estado s�olido radica prin-
cipalmente en el grado de movilidad molecular. En los l��quidos, las mol�eculas son libres
para realizar movimientos de rotaci�on y traslaci�on de manera isotr�opica. La rotaci�on es
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particularmente importante porque promedia a cero interacciones que tienen dependencia
orientacional. Por lo tanto, en l��quidos, todas las interacciones anisotr�opicas que dependen
del t�ermino (3cos2� � 1) (ver secci�on 2.2 para m�as detalles) no son observables de manera
directa. Las l��neas espectrales son angostas y relativamentebien resueltas.

En RMN de estado s�olido la situaci�on es diferente. Los movimientos rotacionales de
las mol�eculas est�an restringidos, por lo tanto la mayor��a delas interacciones anisotr�opicas
permanecen. Adem�as, en el caso de muestras en polvo que consisten en un gran n�umero
de peque~nos cristales, cada cristal tiene su propia orientaci�on angular, como resultado se
obtienen l��neas espectrales anchas. De esta manera, para obtener una alta resoluci�on en
RMN de estado s�olido se necesita imitar los procesos de promediaci�on que se producen
en un l��quido.

El t�ermino rotaci�on al �angulo m�agico se re�ere a una rotaci�on f��sica de la muestra
a un �angulo de 54.7o, que llamaremos �angulo m�agico, con respecto a la direcci�on z del
campo ~B 0. En el a~no 1959 Andrew [28] y Lowe [29], de manera simult�anea,descubrieron
que al rotar la muestra alrededor de este eje se consegu��a un efecto de angostamiento de
las l��neas espectrales. Para acercarnos a un espectro similar al que se obtendr��a en estado
l��quido, se utiliza la t�ecnica llamada MAS (Magic Angle Spinning, Rotaci�on al �Angulo
M�agico). Para entender por qu�e esta t�ecnica es tan exitosa al momento de angostar las
l��neas de resonancia, recordemos que la interacci�on de corrimiento qu��mico, la interacci�on
dipolar, y la interacci�on cuadrupolar de primer orden tienen la misma dependencia angu-
lar. Para un tensor axial sim�etrico, la parte espacialmente dependiente de la frecuencia de
un cristal puede expresarse como (1

2(3cos2� � 1)), donde� denota el �angulo entre la direc-
ci�on del tensor y el campo~B 0. Entonces, para una muestra est�atica, no hay corrimiento
de frecuencia anisotr�opico para aquellos cristales con� = 54;7�

Pensemos en el dispositivo experimental que muestra la �gura 3.6. Si rotamos la mues-
tra alrededor de un eje inclinado un �angulo� R con respecto al campo aplicado, entonces� ,
el �angulo que describe la orientaci�on del tensor de interacci�on �jo a una mol�ecula dentro
de la muestra, var��a con el tiempo mientras la mol�ecula rotacon la muestra. El promedio
de (3cos2� R � 1) en este caso es



3cos2� � 1

�
=

1
2

(3cos2� R � 1)(3cos2� � 1) (3.5)

donde los �angulos� R y � est�an de�nidos en la �gura 3.6. El �angulo � es entre el ejez de
los ejes principales del tensor de interacci�on y el eje f��sico de rotaci�on de la muestra;� R es
el �angulo entre el campo aplicado y el eje de rotaci�on;� es el �angulo entre el eje principal
z del tensor de interacci�on y el campo aplicado~B 0. El �angulo � est�a �jo para un n�ucleo
en una muestra s�olida, pero al igual que� toma todos los valores posibles en una muestra
en polvo. El �angulo � R puede modi�carse externamente. Si colocamos� R igual a 54.7o,
luego (3cos2� � 1) = 0, por lo tanto el promedio h3cos2� � 1i tambi�en es cero. Entonces,
como la velocidad de la rotaci�on es lo su�cientemente alta como para que� promedie
r�apido comparado con la anisotrop��a de la interacci�on, laanisotrop��a de la interacci�on se
promedia a cero.

Esta t�ecnica promedia la anisotrop��a asociada con cualquierinteracci�on que genere
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un corrimiento en las energ��as Zeeman del sistema de espines, tal como la anisotrop��a de
corrimiento qu��mico y el acople dipolar.

Si la frecuencia de rotaci�on no es su�cientemente r�apida comparada con el rango de
frecuencias que cubre la interacci�on, o sea 3 o 4 veces mayor,aparecen lo que se llama
bandas rotacionales. Estas son l��neas angostas que aparecen enadici�on a la l��nea de
corrimiento qu��mico isotr�opico. Sus posiciones en frecuencia respecto de �esta son� n� R

(n=1, 2,...), por lo que cambian con la velocidad de rotaci�on de la muestra, no as�� la l��nea
isotr�opica.

Figura 3.6: Esquema ilustrando el dispositivo experimental para realizar rotaci�on al �angulo
m�agico (MAS).

3.5. Desacople

Los acoples entre los espines nucleares generan un ensanchamiento signi�cativo de
las l��neas espectrales. La interacci�on dipolar act�ua a trav�es del espacio y puede alcanzar
cientos de kHz en magnitud, mientras que el acople indirecto (acopleJ ) es por lo general
m�as chico y requiere que los n�ucleos est�en ligados qu��micamente.

Para obtener espectros de alta resoluci�on utilizando RMN de estado s�olido es nece-
sario eliminar estas interacciones de acople, particularmente las de car�acter dipolar. En
principio, esto se podr��a lograr con MAS; sin embargo, generalmente ocurre que no es
posible alcanzar las velocidades de rotaci�on necesarias.

3.5.1. Desacople Heteronuclear

El 13C es un n�ucleo diluido, ya que la abundancia natural de este is�otopo del 12C
es baja, del 1.1. %. Entonces, los acoples dipolares entre ellos mismos son muy d�ebiles y
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pueden eliminarse con MAS a velocidades relativamente bajas. Sin embargo, lo que suele
ocurrir es que en los sistemas que contienen13C hay muchos �atomos de hidr�ogeno, y como
los 1H tienen una abundancia natural muy alta, la interacci�on dipolar 1H-13C es grande.
Una constante de acople dipolar t��pica para un par1H-13C (a una distancia de 1�A) es de
aproximadamente 30 kHz.

El ejemplo m�as simple de desacople heteronuclear es el de ondacontinua (Continuous
Wave, CW) [30], que consiste en la aplicaci�on de un pulso de rf continuo de fase �ja por el
tiempo que dure la adquisici�on de la FID. Utilizando la Teor��a de Hamiltoniano Promedio,
es posible ver que durante el per��odo de irradiaci�on el operador Î z precesa de tal manera
que el Hamiltoniano Dipolar se anula para un per��odo entero dela precesi�on y tiende a
cero para tiempos largos de irradiaci�on.

Tambi�en, hay secuencias multipulsos m�as so�sticadas que son ampliamente utilizadas
para desacople heteronuclear en RMN de estado s�olido. En este trabajo vamos a utilizar
la secuencia de pulsos llamada TPPM (two-pulse phase modulated,dos pulsos con fase
modulada) [31]. Esta es una de las secuencias m�as empleadas para realizar desacoples
heteronucleares y consiste en repetir bloques de dos pulsos de 165o con fases (+' ) y
(� ' ).

Para lograr un buen desacople es posible que se necesiten potencias muy altas (por
ejemplo, en sistemas CH2 muy r��gidos). El desacople de protones de alta potencia es nece-
sario y efectivo para la observaci�on de cualquier n�ucleo diluido en sistemas que contienen
1H. La e�ciencia del desacople aumenta a medida que aumenta la potencia del campo de
rf. Experimentalmente, hay que ser muy cuidadoso para encontrar el nivel de potencia
que optimiza el desacople sin da~nar el cabezal.

3.5.2. Desacople Homonuclear

La interacci�on dipolar homonuclear tiene probablemente el mayor impacto en la espec-
troscop��a de 1H de estado s�olido, ya que la magnitud de esta interacci�on puede alcanzar
los cientos de kHz. Este hecho se ve acentuado debido a la gran cantidad de protones que
por lo general est�an presentes en los compuestos estudiados, dando como resultado una
red de espines fuertemente acoplados que son muy dif��ciles dedesacoplar. Es por esto que
los espectros de1H en estado s�olido suelen consistir de una sola l��nea muy ancha, demas
de 50 kHz de ancho. A pesar de que MAS ayuda a disminuir este ancho, las velocidades de
rotaci�on necesarias para eliminar totalmente la interacci�on dipolar homonuclear son muy
dif��ciles de alcanzar, es por esto que se deben aplicar secuencias multipulsos para lograr
este objetivo.

En este trabajo vamos a utilizar en particular la secuencia de desacople homonuclear
desarrollada por Lee y Goldburg (LG). En el a~no 1965, Lee y Goldburg publicaron un
trabajo [32] en el que mostraron que si se aplica un campo de rf o�-resonance que satisfaga
la relaci�on � LG=! 1 = 1

2

p
2, se produce un campo efectivo en la terna rotante inclinado al

�angulo m�agico � m = tan � 1(
p

2) con respecto al campo magn�etico est�atico~B 0. Cuando se
cumple esta condici�on, los espines precesan r�apidamente alrededor de este eje m�agico, lo
que resulta en una cancelaci�on de los dos primeros t�erminosdel Alfabeto Dipolar. Lo que
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se consigue entonces es el mismo resultado que se obtiene al rotar la muestra f��sicamente
en torno a un eje que forma un �angulo de� = 54;7� con el campo magn�etico externo como
en un experimento de MAS. De esta manera se logra obtener un espectro de los n�ucleos
abundantes con una mejor resoluci�on.

3.6. Polarizaci�on Cruzada (Cross Polarization (CP))

Para realizar RMN en estado s�olido de n�ucleos diluidos de esp��n I = 1
2, como por

ejemplo 13C, 29Si, 15N, la t�ecnica de MAS es combinada con la de Polarizaci�on Cruzada
(CPMAS).

La observaci�on de esta clase de n�ucleos presenta una serie de problemas:

� La poca abundancia natural del n�ucleo implica que la relaci�on se~nal ruido es inevi-
tablemente pobre.

� Los tiempos de relajaci�on de los n�ucleos con poca abundancia natural suelen ser
muy largos. Esto se debe a que la interacci�on dipolar homonuclear fuerte, que puede
estimular la relajaci�on esp��n red, est�a ausente. Los largos tiempos de relajaci�on
hacen que el tiempo que hay que esperar entre adquisiciones sea mayor.

Ambos problemas se pueden resolver utilizando la secuencia de pulsos que se muestra
en la �gura 3.7. en donde los n�ucleos diluidos (13C en este caso), obtienen su magnetizaci�on
de la red de espines abundantes vecinos. En este caso asumimos que son 1H, pero puede
ser cualquier n�ucleo abundante de esp��n1

2.

Figura 3.7: Esquema de la secuencia de pulsos empleada para los experimentos de CPMAS.

El proceso de polarizaci�on cruzada es mediada por la interacci�on dipolar entre los
espines de1H y los espines del n�ucleo dilu��doS. De manera simple, la transferencia de
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polarizaci�on puede explicarse de la siguiente manera [25]. Todo radica en transformar el
problema a una terna rotante doble. En esta terna doble rotante los espines de los1H son
considerados en una terna en la cual todos los campos magn�eticos debido a pulsos de1H
parecen est�aticos, de la misma manera son considerados los n�ucleos diluidos. Un pulso
inicial de 90� en 1H crea una magnetizaci�on a lo largo del eje� y en la terna rotante de
1H, como se muestra en la �gura 3.8. Luego, se aplica un pulso de contacto en 1H en � y.
El campo debido a este pulso (a lo largo de� y) es conocido como campo de spin-lock y
lo llamaremos~B 1(1H ).

Figura 3.8: Explicaci�on del experimento de Polarizaci�on cruzada (CP).

Este campo ~B 1(1H ) act�ua sobre la magnetizaci�on de1H en la terna rotante de la
misma manera en que~B 0 act�ua sobre la magnetizaci�on de equilibrio de1H en la terna de
laboratorio en ausencia de pulsos de rf. Entonces, este campo mantiene la magnetizaci�on
a lo largo del eje� y. Este campo de spin-lock,~B 1(1H ) es el �unico campo que act�ua sobre
los 1H en la terna rotante y act�ua como eje de cuantizaci�on para los espines de1H en la
terna rotante durante el pulso de contacto. Vamos a describir los estados de los espines1H
en la terna rotante durante la aplicaci�on del pulso de contacto como � H y � H , donde� H
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corresponde a un estado con la componente de esp��n cuantizada paralela a ~B 1(1H ) y � H

corresponde a un estado con la componente de esp��n cuantizada antiparalela a ~B 1(1H ).
Consideramos ahora a los espinesS durante el pulso de contacto con campo de spin-

lock ~B 1(S) en una terna rotante a la frecuencia del pulso de rf deS. Al igual que pasaba
para 1H, el campo ~B 1(S) provee un eje de cuantizaci�on para los espinesS en la terna
rotante durante el pulso de contactoS, de�nimos los estados de los espinesS como� S y
� S de manera an�aloga a los de�nidos para1H.

Las amplitudes de los dos pulsos de contacto en el experimentode polarizaci�on cruzada
debe ser calibrado adecuadamente de tal manera que cumplan lacondici�on de Hartmann-
Hahn [33]:


 1H B1(1H ) = 
 SB1(S) (3.6)

En esta aproximaci�on simple, esto hace que la diferencia de energ��a entre los estados
de los espines1H y S en sus respectivas ternas rotantes sea la misma. Ahora necesita-
mos considerar el efecto del acople dipolar entre los espines1H y S. Recordemos que el
Hamiltoniano que describe esta interacci�on tiene la forma

Ĥ 0
IS = 2bIS I zSz (3.7)

Donde

bIS =

 I 
 S~2

r 3
IS

1
2

�
1 � 3 cos2 � IS

�
(3.8)

Este operador no se ve afectado por transformaciones a la doble terna rotante, ya que
s�olo contiene operadores enz, que no son alterados por rotaciones alrededor del ejez de
la terna de laboratorio.

Ahora pensemos, en sus respectivas ternas rotantes, tanto los espines 1H como losS
est�an cuantizados en direcciones perpendiculares az; de esta manera, el Hamiltoniano
dipolar no afecta la energ��a neta del sistema de espines en la terna rotante, ya que la
emerg��a del sistema de espines est�a determinada por campos paralelos a los ejes de cuan-
tizaci�on de los espines, que a su vez se encuentran en el planoxy de la terna rotante.
Por una raz�on similar, el Hamiltoniano dipolar no puede alterar la magnetizaci�on neta
(suma de las magnetizaciones de1H y S) paralela a los ejes de cuantizaci�on. Entonces, el
Hamiltoniano dipolar heteronuclear claramente acopla a losespines1H y S y tiene que
actuar de tal manera de conservar tanto la energ��a como el momento angular del sistema
total de espines. Cuando se satisface la condici�on de Hartmann-Hahn, la diferencia de
energ��a entre los estados de los espines1H y S en su terna rotante correspondiente es
la misma, de esta manera una transici�on que requiera energ��a en un esp��n de 1H, por
ejemplo, puede ser compensada exactamente por una transici�onque libere energ��a en un
esp��n S. Bajo estas circunstancias, el acople dipolar entre1H y S puede permitir una
redistribuci�on de energ��a entre los espines1H y S siempre que la energ��a total del sistema
se mantenga constante. Debido a que cada transici�on en un esp��n1H es compensada por
una transici�on en la direcci�on opuesta en un esp��nS, la magnetizaci�on neta del sistema
tambi�en es preservada. La naturaleza de la redistribuci�on de energ��a en el sistema de
espines est�a determinada por la distribuci�on inicial de espines en los estados de las ternas
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rotantes. La magnitud inicial de la magnetizaci�on de1H en la direcci�on del campo de
spin-lock ~B 1(1H ) es la misma que la que se encuentra en la terna de laboratorio paralela
al campo ~B 0, ya que es producida por una rotaci�on de 90� de la magnetizaci�on de1H
generada por~B 0. Es por lo tanto muy grande como para ser mantenida por el campo
peque~no~B 1(1H ). La magnetizaci�on de 1H se reduce por transiciones en la terna rotante
de � H �! � H , mientras que al mismo tiempo se producen transiciones de� S �! � S para
conservar la energ��a. Es de esta manera que se consigue obtener una magnetizaci�on de los
espinesS m�as grande en la direcci�on del campo~B 1(S) en la terna rotante.

La diferencia de energ��a entre los niveles Zeeman, y por lo tanto en la polarizaci�on de
un n�ucleo, depende de la raz�on giromagn�etica (ver ecuaci�on 2.14). De esta manera, los
n�ucleos que poseen
 grande, como por ejemplo1H y 19F son m�as sensibles que aquellos
n�ucleos con
 bajo como13C y 15N (en la tabla 3.1 se muestran algunas propiedades de
los n�ucleos com�unmente empleados en RMN).

Los tiempos de contacto son del orden de losms y el aumento en la sensibilidad de
un n�ucleo diluido est�a dado por el cociente de las razones giromagn�eticas, 
 I


 S
.

La condici�on de Hartmann-Hahn, bajo los efectos de rotaci�onal �angulo m�agico, est�a da-
da por


 I B1(I ) = 
 SB1(S) + n! r (3.9)

DondeB1(I ) y B1(S) representan la intensidad del campo de rf aplicado sobre los n�ucleos
I y S respectivamente,! r representa la frecuencia de rotaci�on yn es un entero. Metzet al.
descubrieron que el m�etodo se volv��a m�as f�acil de implementar bajo MAS si se empleaba
una amplitud que aumentara en forma de rampa para uno de los campos de rf aplicados
como se muestra en la �gura 3.7.

Tabla 3.1: Propiedades de algunos de los n�ucleos m�as empleados en RMNde estado s�olido.

N�ucleo I 
= 107radT � 1s� 1 Abundancia Natural/ %
1H 1/2 26.8 99.99
2H 1 4.1 0.02
13C 1/2 6.7 1.10
14N 1 1.9 99.63
15N 1/2 -2.7 0.37
17O 5/2 -3.6 0.04
19F 1/2 25.2 100.00
27Al 5/2 7.0 100.00
29Si 1/2 -5.3 4.67

De esta manera se logra una mayor polarizaci�on en el n�ucleo dilu��do, y por lo tanto
mayor se~nal. Adem�as, esto hace posible disminuir el tiempo entreexperimentos, ya que
la relajaci�on esp��n-red de 1H es m�as r�apida que la de13C.
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3.6.1. Supresi�on No Cuaternaria (NQS)

En un espectro de13C de RMN es com�un encontrarse con muchas se~nales de resonancia,
correspondientes a los distintos n�ucleos de13C que se encuentran en la muestra [34]. Este
factor hace dif��cil asociar las distintas se~nales a cada n�ucleo en particular. Es por ello

Figura 3.9: Secuencia de pulsos empleada para la adquisici�on de espectros de edici�on de 13C.

Figura 3.10: Secuencia de pulsos empleada para la medici�on de tiempos derelajaci�on en la
terna rotante T 1� .

que se utilizan diversas secuencias de pulsos que permiten "0editar" 0 el espectro de RMN,
de manera tal de s�olo observar las resonancias provenientes dedeterminados n�ucleos. En
nuestro trabajo empleamos la secuencia que se muestra en la �gura3.9, en donde luego
de la CP, los campos de rf son removidos durante un tiempo� antes de comenzar con
la adquisici�on. Este tiempo de espera� permite que la magnetizaci�on de los n�ucleos de
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carbono decaiga debido al acople dipolar1H-13C. Como resultado, se obtiene un espectro
en donde las resonancias de los grupos metino y metileno son sustancialmente suprimidos.
De esta manera, es posible identi�car los carbonos cuaternarios y los grupos metilos. Los
grupos metilos no son removidos ya que la interacci�on dipolar 1H-13C es d�ebil debido a
las rotaciones de los protones en el grupo. El pulso de� que se aplica sobre los13C a un
tiempo igual a �

2 tiene como objetivo refocalizar el corrimiento qu��mico delos 13C.

3.7. Tiempo de relajaci�on en la terna rotante T1�

Los procesos de relajaci�on en RMN de estado s�olido pueden proveer informaci�on muy
importante sobre los movimientos moleculares. El tiempo de relajaci�on en la terna rotante,
(T 1� ), es sensible a movimientos en la escala de los kHz., brindando informaci�on sobre
compuestos espacialmente no homog�eneos [9], [35]. El tiempoT1� es un par�ametro de
estudio muy �util. En particular para 13C ya que la baja abundancia natural de este n�ucleo
asegura una separaci�on f��sica dentro de s�olidos no homog�eneos y una difusi�on de esp��n
muy baja o nula [36]. Para la medici�on deT1� en n�ucleos diluidos, se utiliza la secuencia
de pulsos especi�cada en la �gura 3.10. Luego de la CP se aplica unspin-lock a los13C
durante un tiempo variable� . Durante este tiempo� , se produce la relajaci�on esp��n-red
de 13C en la terna rotante.



Cap��tulo 4

RMN bidimensional y T�ecnicas de
Reacople

Hay ocasiones en la vida en que debemos dejarnos llevar por lacorriente de lo que sucede,
como si las fuerzas para resistir nos faltasen, pero de pronto comprendemos que el r��o se
ha puesto a nuestro favor, nadie m�as se ha dado cuenta de eso,s�olo nosotros, quien mire
creer�a que estamos a punto de naufragar, y nunca nuestra navegaci�on fue tan �rme.

Jos�e Saramago

La introducci�on de la RMN bidimensional ha hecho que la determinaci�on estructural
mediante t�ecnicas de RMN sea m�as f�acil, asi como tambi�en haincrementado la com-
plejidad de los problemas que pueden ser abordados por medio de esta t�ecnica. La es-
pectroscop��a de correlaci�on es rutinariamente empleada para analizar la estructura de
mol�eculas org�anicas en soluci�on. Tanto los experimentosde correlaci�on homonuclear co-
mo heteronuclear son m�etodos invaluables para la determinaci�on del patr�on de enlaces
qu��micos del compuestos bajo estudio, y por lo tanto de su conformaci�on. De la misma
manera, la RMN bidimensional es muy importante para la RMN de estado s�olido. A con-
tinuaci�on haremos una distinci�on entre los experimentos de correlaci�on homonucleares y
heteronucleares realizados en esta tesis.

4.1. Correlaci�on Heteronuclear

Es posible utilizar la RMN bidimensional para correlacionar los corrimientos qu��micos
de diferentes tipos de n�ucleos, como por ejemplo13C y 1H, o 15N y 1H. A estos experi-
mentos que relacionan n�ucleos de diferente especie se los denomina HETCOR (HET por
Heteronuclear y COR por Correlation).

El grupo de R. Ernst mostr�o en el a~no 1982 un experimento HETCOR2D entre 1H-
13C inicialmente realizado en un cristal sin MAS [37], y posteriormente en una muestra
en polvo de treonina rotada a 2.6 kHz [38].
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Los experimentos de correlaci�on heteronuclear son una herramienta muy importante
para obtener un aumento en la resoluci�on de los espectros de los n�ucleos abundantes y
adem�as, proveen un medio para lograr una mejor asignaci�on delas se~nales de1H.

Han sido propuestos un gran n�umero de experimentos HETCOR, los cuales di�eren
en la manera en que se obtiene la transferencia de coherencia, el tipo de coherencia que
se deja evolucionar y en la secuencia de desacople homonuclear empleada. Recientemente,
varias alternativas de HETCOR para alta resoluci�on aplicables a muy altas velocidades
de rotaci�on se han propuesto. Vamos a analizar en detalle dos secuencias de pulsos que
fueron utilizadas en esta tesis, una propuesta por van Rossumet al. [39] y otra propuesta
por Saalw•achteret al [40].

4.1.1. HETCOR-FSLG

Este experimento fue propuesto por van Rossumet al. [39] y hace uso de los acoples
dipolares heteronucleares para la transferencia de polarizaci�on. La secuencia de pulsos
empleada en este experimento se muestra en la �gura 4.1.

La secuencia comienza con un pulso de (�
2 + � m )y en protones, seguido directamente

del desacople homonuclear durante t1. Al tiempo t 1 se lo denomina tiempo de evoluci�on.
En este caso se utiliza como desacople un tren de pulsos de Lee-Goldburg (FSLG) con
cambios de fases y frecuencias [41] en el planoxz, con el objetivo de obtener l��neas m�as
angostas de1H a velocidades de rotaci�on relativamente bajas. En este experimento, la
magnetizaci�on transversal de1H est�a presente durante t1. Luego del per��odo de evoluci�on,
se le aplica a la magnetizaci�on de protones un pulso m�agico (� m ) (ver secci�on 3.5.2) en
� y, este pulso hace que cualquier componente perpendicular al pulso de LG vuelva al
plano xy y que la componente que se manten��a �ja a lo largo del pulso de LGvuelva a la
direcci�on z. Luego, la magnetizaci�on de1H es transferida a los13C mediante un pulso de
CP de corta duraci�on y luego se detecta la magnetizaci�on durante t2.

Analicemos en detalle lo que ocurre cuando se aplica esta secuencia de pulsos a un
sistema de un par de espines. Recordemos que el Hamiltoniano dipolar secular (ver secci�on
2.2.2) puede escribirse como

Ĥ 0
II =

NX

j>k

NX

k

djk

�
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j I z
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(4.2)

Si consideramos la aplicaci�on de un campo de rf fuera de resonancia y tenemos en
cuenta la dispersi�on de corrimiento qu��mico, el Hamiltoniano total puede escribirse como

Ĥ tot =
X

j

(� ! j I j
z � 
 (B0 �

!



)I j
z � 
B 1I j

x + Ĥ 0
II (4.3)
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Figura 4.1: Representaci�on esquem�atica de la secuencia de pulsos empleada para la obtenci�on
de experimentos de correlaci�on heteronuclear bidimensionales utilizando FSLG durante t1.

Si realizamos una transformaci�on a una terna rotante tildada con el ejez0 en la direc-
ci�on del campo efectivo~Bef = B1î + [ b0 � (!=
 )]k̂, obtenemos

Ĥ 0
tot =

X

i

(� ! i cos(� ) + ! ef )I 0i
z � � ! i sen(� )I 0i

x

+
2X

M = � 2

� M (� )Ĥ 0
M
II

(4.4)

la forma expl��cita para � M (� )Ĥ 0
M
II puede encontrarse en la referencia [42].Ĥ 0

0
II permanece

como el �unico t�ermino secular.
En el experimento de FSLG,! ef es entre +� LG=cos(� ) y � � LG=cos(� ). Si ahora

hacemos una transformaci�on a una terna que rota con! ef a lo largo del ejez0 utilizando
el propagador

Uef (t) =
Y

i

exp(� i! ef tI 0i
z ) (4.5)

obtenemos los siguientes Hamiltonianos dependientes del tiempo

Ĥ 0
+� LG
tot;ef (t) = U� 1

ef (t)Ĥ 0
tot Uef (t); (4.6)

Ĥ 0
� � LG
tot;ef (t) = Uef (t)Ĥ 0

tot U� 1ef (t ) (4.7)
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para ! ef = � LG=cos(� ), y

Ĥ 0
� LG
tot;ef (t) =

X

i

(� ! i cos(� ) � ! ef )I 0i
z � � ! i sen(� )( I 0i

x )cos! ef t � I 0i
y sen! ef t) + � 0(� )Ĥ 0
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+
2X

M = � 2

exp(� M! ef t)� M (� )Ĥ 0
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(4.8)
Cuando la frecuencia fuera de resonancia cumple la condici�on de Lee-Goldburg,! =


 (B0 � 1
2

p
2B1), Ĥ 0

0
II se anula ya que� 0(� ) = 1

2(3cos2� � 1).
Si calibramos! ef � = 2 � , ambas ternas rotantes coincidir�an con la terna rotante tildada

al comienzo y al �nal de cada per��odo de evoluci�on. Por lo tanto, la magnetizaci�on de
protones va a evolucionar efectivamente en el plano perpendicular al eje z0 de la terna
tildada. Es por esto que para optimizar la sensibilidad es importante comenzar la evoluci�on
en el plano perpendicular az0dando un pulso de ((�2 + � m )y), y seleccionar una componente
en este plano al �nal del per��odo de evoluci�on dando un pulso� m .

4.1.2. REPT-HSQC

Este experimento, presentado por Saalw•achteret al. [40], tambi�en hace uso de los
acoples dipolares heteronucleares para realizar la transferencia de magnetizaci�on. A dife-
rencia del experimento anterior (HETCOR-FSLG) donde la transferencia de polarizaci�on
es efectuada mediante una CP, en el REPT-HSQC son los per��odosde reacople de la
interacci�on dipolar los responsables de la transferencia de polarizaci�on de los n�ucleos
abundantes (1H en nuestro caso) a los n�ucleos diluidos (13C en este caso particular). En
este experimento se emplean los acoples dipolares heteronucleares para excitar coheren-
cias cu�anticas m�ultiples. La secuencia de pulsos empleada para realizar este experimento
se muestra en la �gura 4.2.

Este experimento puede realizarse de tres maneras diferentes:

� Tomando t1 = 0 en la versi�on unidimensional y variando la longitud del per��odo de
reacople da como resultado curvas de crecimiento de HSQC que sonsensibles a la
intensidad de la interacci�on dipolar heteronuclear.

� Incrementando t1 en pasos iguales a un per��odo completo de rotaci�on en un experi-
mento bidimensional provee un espectro de correlaci�on heteronuclear (HETCOR),
correlacionando el corrimiento qu��mico del esp��nS en la dimensi�on directa con el
corrimiento qu��mico del esp��n I en la dimensi�on indirecta.

� Incrementando t1 en pasos peque~nos da como resultado bandas rotacionales de las
que se puede extraer el valor de la constante de acople dipolar heteronuclear.

Las correlaciones heteronucleares que se exploran en este experimento est�an basadas
en el acople dipolar entre dos tipos de espinesI y S. Podemos escribir el Hamiltoniano
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Figura 4.2: Representaci�on esquem�atica de la secuencia de pulsos utilizada para el experimento
bidimensional REPT-HSQC.

dipolar cuando la muestra est�a rotando como

Ĥ IS
D (t) = � ! IS

D (t) � 2I zSz (4.9)

El factor dependiente del tiempo! IS
D (t) es la parte espacial de la interacci�on dipolar

entre los espinesI y S modulada por la velocidad de rotaci�on:
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donde ! R es la frecuencia de rotaci�on, y� IS y 
 IS denota el �angulo azimutal y polar
respectivamente del vector~rIS que conecta a los dos n�ucleos.D IS es la constante de
acople dipolar,

D IS =
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Para tener en cuenta el efecto que produce la promediaci�on por la rotaci�on al �angulo
m�agico debemos considerar el Hamiltoniano promedio

Ĥ
IS

D (t1; t2) =
1

t2 � t1

Z t2

t1

Ĥ IS
D (t)dt (4.12)

Mirando las ecuaciones anteriores, podemos notar que la integral se anula parat2� t1 =
� R . Para que haya transferencia de polarizaci�on entre los espines I y S, la interacci�on
dipolar puede ser reacoplada aplicando pulsos de� a intervalos de � R

2 en los espinesI o
S. El Hamiltoniano promedio reacoplado se puede escribir como
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Ĥ IS
D (0; N� R) = � 
 IS

D (0; N� R) � I zSz (4.13)

donde,
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D (0; N� R) = N �

D IS

! R
2
p

2sen2� IS sen
 IS (4.14)

en las ecuaciones anteriores, N denota el n�umero de ciclos derotor, durante los cuales los
pulsos de� reacoplan la interacci�on dipolar.

Analicemos que ocurre con la magnetizaci�on si pensamos que comenzamos del es-
tado de equilibrio Î zŜz. Luego del pulso de�

2 inicial, la magnetizaci�on transversal � Î y

evoluciona conĤ IS
D por un per��odo N� R , lo que deja como resultado:

� Î y � cos
 IS
D (0; N� R) + Î x Ŝz � sen
 IS

D (0; N� R) (4.15)

El estado mezclaÎ x Ŝz, experimenta evoluci�on del corrimiento qu��mico deI durante
el tiempo de evoluci�on t1 de acuerdo aĤ I

CS = ! I
CS � Î z. Durante el tiempo t1 se crea un

estado de superposici�on:

(Î x Ŝz � cos! I
CS t1 + Î yŜz � sen! I

CS t1)

�sen
 IS
D (0; N� R)

(4.16)

Luego, se aplica un pulso de�2 de fasex o y y un pulso de �
2 de fasey en I y S

respectivamente, de esta manera se convierte el estado anterioren una superposici�on de
estadosÎ � Ŝz con � = x; y; z. Solo la componente longitudinal deI (Î zŜx ) va a contribuir
a la se~nal.

Durante el segundo per��odo de reacople de la interacci�on dipolar heteronuclear, el
estado mezclâI zŜx es convertido en magnetizaci�on transversal de los espinesS, Ŝx , que
es detectada luego de un �ltro enz. Este �ltro reduce la magnetizaci�on transversal residual
por desfasaje. De esta manera, las componentes �nales de la magnetizaci�on ser�an

Sx /
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donde los brackets indican promedio en orientaciones.
En el experimento que realizamos en este trabajo,t1 es incrementado de manera

sincronizada con la velocidad de rotaci�on, de esta manera logramos obtener espectros
libres de bandas rotacionales en la dimensi�on indirecta. Entonces, en nuestro caso, la
se~nal queda simpli�cada de la siguiente manera
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CS t1) � sen2
 IS
D (0; N� R)

�

Sy /


sen(! I

CS t1) � sen2
 IS
D (0; N� R)

� (4.18)

de tal manera que el corrimiento qu��mico deI y S est�an correlacionados y la intensidad
de la se~nal est�a pesada por el acople dipolar heteronuclearIS .

Para tiempos de reacople cortos, las correlaciones solo aparecen para n�ucleos directa-
mente ligados. De esta manera, este experimento es muy �util para asignar se~nales.
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4.2. Correlaci�on Homonuclear para espines 1
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La gran mayor��a de los experimentos de correlaci�on en RMN reposan en el hecho de que
en sistemas acoplados dipolarmente se pueden excitar coherencias cu�anticas m�ultiples. Hay
dos clases de experimentos que pueden realizarse en sistemas de espines homonucleares
para establecer correlaci�on espacial, ambos utilizan la excitaci�on de coherencias cu�anticas
m�ultiples entre espines acoplados dipolarmente. Generalmente, los experimentos utilizan
las coherencias cu�anticas dobles que pueden ser excitadas entre pares de espines12, pero
la coherencia de orden cero tambi�en suele ser importante en algunos experimentos.

Hay mucho inter�es en realizar experimentos de correlaci�onen sistemas de espines
homonucleares, tanto en los casos donde la abundancia de espines es alta, como cuando
s�olo hay pares de espines aislados.

4.2.1. Secuencia Back-to-Back (BaBa)

Si bien el desacople es esencial para obtener una buena resoluci�on y lograr distinguir
distintas l��neas de resonancia, al aplicar los m�etodos de desacople mencionados en la
secci�on 3.5, estamos perdiendo informaci�on din�amica y estructural inherente a los acoples
dipolares. Es por esto que se requiere de un m�etodo que permita acceder a esta informaci�on
perdida. Una forma de lograrlo es mediante la espectroscop��a bidimensional de coherencias
cu�anticas dobles (Double Quantum Coherences, DQC) entre protones (1H,1H) bajo MAS
(DQMAS por sus siglas en ingl�es). Este m�etodo se basa en el hecho de que la generaci�on
de coherencias dobles es posible gracias a la existencia de un acople dipolar entre los
protones.

Para la excitaci�on de DQC durante MAS, debe considerarse la interferencia con la
velocidad de rotaci�on. En particular, si una secuencia de pulsos dise~nada para un expe-
rimento de coherencias cu�anticas m�ultiples (MQC) est�atico se utiliza sin modi�caciones,
los tiempos de excitaci�on (y reconversi�on) est�an limitados a � R

2 , ya que la modulaci�on
provocada por la rotaci�on produce que la acci�on de la secuencia de pulsos durante la se-
gunda mitad del per��odo de rotaci�on sea la inversa en el tiempo de la que ocurre durante
la primera mitad del per��odo de rotaci�on. Las secuencias depulsos que contrarrestan los
efectos de MAS son llamadas secuencias de reacople.

En la �gura 4.3 (a) se muestra el esquema b�asico para un experimento de coherencias
cu�anticas m�ultiples: primero se excita la coherencia cu�antica m�ultiple, que evoluciona
durante un tiempo que se va a ir incrementando, t1; la coherencia m�ultiple es luego
convertida en una coherencia simple (SQC) durante el per��odo de reconversi�on, que puede
ser observada y se la detecta durante el per��odo de adquisici�ont2.

La secuencia de pulsos BaBa fue introducida por Feikeet al. [43] como una t�ecnica
para excitaci�on de coherencias cu�anticas m�ultiples bajo rotaci�on de la muestra al �angulo
m�agico. Esta secuencia est�a basada en el reacople del acople dipolar homonuclear. En
nuestro caso, vamos a utilizar esta secuencia para la generaci�on de coherencias cu�anticas
dobles.

La secuencia BaBa, que se muestra en la �gura 4.3, consiste en la repetici�on del bloque
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Figura 4.3: Secuencia de pulsos (BaBa) para la obtenci�on de espectros bidimensionales medi-
ante la excitaci�on de Coherencias Cu�anticas Dobles.

b�asico (( �
2 )x � � R

2 � ( �
2 )� x ( �

2 )y � � R
2 � ( �

2 )� y). Para per��odos largos de excitaci�on (dos, cuatro
y ocho per��odos de rotor) los signos de las fases de los pulsos deben calibrarse de tal manera
que la secuencia compense efectos de o�set e imperfecciones de pulsos. Se debe tener en
cuenta que la secuencia debe tener un ciclado de fases adecuadode manera de seleccionar
las coherencias deseadas.

Si se aplica la secuencia de pulsos BaBa a un sistema de un par de espines en equilibrio

t�ermico, esto es � ij
0 / (Î i

z + Î j
z ), resulta en la generaci�on de Coherencias Dobles, cuya

amplitud est�a modulada por sen(
 ij
exc). Durante la reconversi�on, una modulaci�on en la

amplitud correspondiente asen(
 ij
rec) es introducida. Para excitaci�on y reconversi�on de N

per��odos de rotor, la intensidad de la se~nal relativa de coherencias dobles puede describirse
como

Sij
DQ (t1) =



sen(N 
 ij

rec � sen(N 
 ij
exc))

�
�
 0 (4.19)

donde los par�entesis indican promedio en orientaciones, quese requiere en muestras en
polvo.

La se~nal de DQ depende del tiempo de evoluci�on t1. Consecuentemente, dependiendo
de la elecci�on de t1 y del incremento en t1, � t1, para un experimento bidimensional
el experimento puede realizarse de varias maneras. En un experimento unidimensional
(t 1 = 0) la secuencia funciona s�olo como un �ltro de coherencias dobles, mientras que el
experimento BaBa 2D puede realizarse para obtener un espectrode DQ sincronizado con
la rotaci�on o para generar patrones de bandas rotacionalesde DQ en1H.

Entonces, el espectro bidimensional de BaBa se obtiene al incrementar el tiempo de
evoluci�on t 1. Dependiendo de qu�e tan grande sea este incremento �t1, se pueden distinguir
dos variantes del experimento.

Calibrando el incremento en t1 exactamente igual a un per��odo de rotor, �t1 = � R , se
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obtiene un espectro 2D sincronizado con la velocidad de rotaci�on. Realizando el incremento
en peque~nos pasos se obtienen bandas rotacionales.

La ventaja de los espectros sincronizados con la velocidad de rotaci�on es que con un
ancho espectral en la dimensi�on indirecta que satisfaceSW(F1) = 1

� t1
= 1

� R
= ! R no se

observan bandas rotacionales. De esta manera, la posici�on de lal��nea de resonancia en
la dimensi�on indirecta depende s�olo de la evoluci�on de las coherencias dobles excitadas
durante t1. Es asi como el experimento correlaciona la evoluci�on de lascoherencias dobles
seleccionadas durante la primera dimensi�on espectral (t1) con la se~nal de coherencias
simples (SQ) detectada durante el per��odo de adquisici�on �nal (t2). Las DQ evolucionan
durante t1 bajo la in
uencia del corrimiento qu��mico isotr�opico y la i nteracci�on dipolar. La
evoluci�on de las coherencias dobles entre dos espinesi y j bajo los respectivos corrimientos
qu��micos da como resultado una modulaci�on de la formaexp(i (! (i )

CS + ! (j )
CS)t1)

Si solo el acople entre los espinesi y j que forman la coherencia doble estuviera
presente, no se observar��a evoluci�on debido a la interacci�on dipolar durante el tiempo t1.
La posici�on espectral de las se~nales en t1 est�a gobernada puramente por la evoluci�on del
corrimiento qu��mico isotr�opico de la DQ, cuya frecuencia de resonancia es la suma de las
frecuencias de resonancia de los espines involucrados. Por lo tanto, es conveniente mostrar
como se ver��a un espectro bidimensional sincronizado con la velocidad de rotaci�on (ver
�gura 4.4). El eje de frecuencia! 1 (dimensi�on t 1) es escaleada un factor 2 con respecto al
eje de frecuencia! 2 (dimensi�on t 2).

Figura 4.4: Representaci�on esquem�atica de un espectro 2D de DQMAS.

Las posiciones est�an denotadas como (! 2, ! 1), donde ! 2 es la frecuencia de SQ y! 1

es la frecuencia de DQ.
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En el espectro de correlaci�on se pueden distinguir dos clases dese~nales:

� Una coherencia doble entre espines iguales, por ejemplo entre los espines CC (id�enti-
co Corrimiento qu��mico) que genera un solo pico en la posici�on (! C ,2! C ) en la
diagonal del espectro.

� Una coherencia doble entre espines diferentes AB (diferente corrimiento qu��mico)
genera un par de picos cruzados en las posiciones (! A ,! A + ! B ) y ( ! B ,! A + ! B ). Los
dos picos idealmente tienen la misma intensidad, ya que la intensidad de los picos
cruzados corresponde al n�umero de espines involucrados. Sin embargo, no es siempre
el caso, como ya veremos m�as adelante.

Debe notarse que es crucial elegir el tiempo de excitaci�on adecuado para la detecci�on
de determinadas coherencias. Si la velocidad de rotaci�on esmuy alta, se pueden observar
coherencias dobles para una distancia entre espines menor a 3.5 A.

4.3. CODEX (Centerband Only Detection of Exchange)

Este experimento, llamado CODEX (Centerband Only Detectionof Exchange), es
un medio para medir el intercambio dipolar entre espines de19F qu��micamente id�enticos
pero orientacionalmente diferentes en distintas mol�eculas a trav�es de la anisotrop��a de
corrimiento qu��mico.

El reacople de la anisotrop��a de corrimiento qu��mico (CSA) fue utilizado por primera
vez en el experimento CODEX por Schmidt-Rohret al. [44],[45] y su secuencia de pulsos
se muestra en la �gura 4.5.

En el experimento CODEX, la magnetizaci�on es guardada en� z durante un per��odo
de mezclatm = n� R , durante el cual el intercambio qu��mico puede tomar lugar.Gracias al
ciclado de fases, tanto la se~nal modulada por el seno como por el coseno son seleccionadas
por t1 en escanes consecutivos. Como el tiempo de mezcla es un n�umero entero del per��odo
del rotor, la se~nal del CODEX est�a dada simplemente por

S /


cos(Nexc� CSA )cos(Nrec� 0

CSA ) + sen(Nexc� CSA )sen(Nrec� 0
CSA )

�
(4.20)

La fase promedio del per��odo de reconversi�on puede cambiar con respecto a� 0
CSA

durante tiempos largos de mezcla debido a movimientos lentos (en la escala de losms)
de procesos de reorientaci�on molecular, es por esto que est�a primada � 0

CSA .
La rotaci�on al �angulo m�agico provoca que la evoluci�on bajo el corrimiento qu��mico

anisotr�opico sea refocalizada al �nal de cada per��odo de rotaci�on R. Si se aplica un pulso
de 180o a � = R

2 , se evita la refocalizaci�on de la evoluci�on debida al la interacci�on de
Corrimiento Qu��mico Anisotr�opico. Recientemente de Azevedo et al. [44] mostraron como
un experimento en el que se incorporan dos per��odos de reacople del CSA separados por
un tiempo de mezclam permite la detecci�on de procesos din�amicos lentos. Este m�etodo
es aplicable a velocidades de rotaci�on altas.
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Figura 4.5: Secuencia de pulsos empleada para el experimento CODEX.

El principio de este experimento radica en que una p�erdida enla intensidad de la se~nal
es observada si la orientaci�on del tensor de CSA para un n�ucleoparticular cambia durante
el tiempo de mezclam. De una serie de experimentos de CODEX es posible determinar
el �angulo de reorientaci�on, el tiempo de correlaci�on, as�� como tambi�en la fracci�on de
segmentos m�oviles en una muestra.

Durante N
2 per��odos de rotaci�on, los espines evolucionan debido al Corrimiento Qu��mi-

co Anisotr�opico, que es refocalizado por dos pulsos de� por per��odo de rotaci�on � R . Luego
la magnetizaci�on se guarda enz, de tal manera que no precese ni se desfase durante los
tiempos de mezcla largos tm , que son m�ultiplos enteros de� R . Si no hay movimientos
durante tm , luego de un pulso de lectura y otro periodo de rotaci�onN2 bajo el CSA re-
focalizado, la evoluci�on del CS es refocalizada al comienzo de la detecci�on. Si se produce
alguna reorientaci�on durante tm , la frecuencia dependiente de la orientaci�on cambia y el
CSA no es completamente refocalizado.

La se~nal dominante de sitios no m�oviles puede ser removida sustrayendo el espectro
del CODEX de un espectro de referencia. El espectro de referencia se obtiene simplemente
intercambiando tm y � en la secuencia de pulsos. El espectro resultante es exclusivamente
debido a sitios de intercambio, esto se denominapure exchangeCODEX.

Teniendo en cuenta el tama~no� del CSA, el �angulo de reorientaci�on puede estimarse
de la dependencia de la intensidad conN� R . El contenido de informaci�on de la intensidad
de intercambio normalizadaE(tm ; �N� R), obtenida como el cociente delpure exchange
CODEX con la intensidad de referencia. Informaci�on acerca del numeroM de sitios con
orientaci�on equivalente que intervienen en el proceso de movimiento y la fracci�on f m de
segmentos m�oviles es obtenida de la intensidad �nal de intercambio E1 = E(tm >>
� c; �N� R >> 1) = f m (M � 1)=M. Para f m = 1, el m��nimo E1 es 1

2, obtenido paraM = 2.
El principio de la t�ecnica CODEX para spin counting es el intercambio de magneti-

zaci�on entre mol�eculas con diferente orientaci�on. Dos trenes de pulsos de� sincronizados



56 4. RMN bidimensional y T�ecnicas de Reacople

con la rotaci�on reacoplan el CSA dependiente de la orientaci�on de los espines X bajo
MAS. Entre los trenes de pulsos tiene lugar la difusi�on de espines mediada por1H entre
espines X qu��micamente equivalentes pero orientacionalmente inequivalentes, dando como
resultado un cambio en la frecuencia del CSA, que previene la refocalizaci�on completa del
eco estimulado al �nal del segundo tren de pulsos.

Para tiempos de mezcla largos, la magnetizaci�on inicial est�a igualmente distribuida en-
tre las n orientaciones posibles en la muestra, reduciendo la intensidad del eco de CODEX
en 1

n .
De acuerdo con la Teor��a de Difusi�on mediada por1H, la tasa de intercambio de

magnetizaci�on depende del acople dipolar y de la integral de superposici�on espectral, cuyo
valor preciso es dif��cil de predecir de primeros principios.Lo que proponen Mei Honget
al. [46] es usar una aproximaci�on emp��rica de calibraci�on deesta integral de superposici�on
usando un compuesto modelo con distancias internucleares conocidas.

La constantekij (tasa de intercambio) puede aproximarse por

kij =
1
2

! 2
ij Fij (0) (4.21)

donde! ij es el acople dipolar homonuclear

! ij =
� 0

4�

 2~

1
r 3

ij

1 � 3coas2� ij

2
(4.22)

y Fij (0) es la integral de superposici�on que describe la probabilidad de que ocurran
transiciones SQ a la misma frecuencia para espinesi y j y viene dada por:

Fij =
Z + 1

�1
f i (! � ! i )f j (! � ! j )d! (4.23)

donde f i (! � ! i ) es la forma de l��nea a SQ del esp��ni en ausencia de desacople de
protones y! i es el centro de esa forma de l��nea. Esta integral de superposici�on est�a rela-
cionada con la forma de l��nea de ZQ normalizada a frecuenciacero.

Para la difusi�on de espines entren espines X, la evoluci�on del vectorn-dimensional de
la magnetizaci�on z, M (t) est�a dada por

dM (t)
dt

= � K̂M (t) (4.24)

donde K̂ es la matriz de intercambion-dimensional que contiene las tasas de inter-
cambio kij .

Entonces, ajustando la ecuaci�on 4.21 a los datos obtenidos deun experimento realizado
a un compuesto con distancias internucleares conocidas, podemos determinar el valor de
Fij (0) a partir de la ecuaci�on 4.21. Se ha probado [46] que peque~nas variaciones en el
valor de Fij (0) no in
uye signi�cativamente en la determinaci�on �nal de las distancias
internucleares.
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Adem�as, como al llegar al equilibrio, la magnetizaci�on est�aigualmente distribuida en
los n espines que intervienen en el proceso, es posible obtener este valor del valor de
equilibrio al que llegan las curvas del CODEX.
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Cap��tulo 5

Otras T�ecnicas de An�alisis

D��ganme, al �n y al cabo, los se~nores, con sus luces y su experiencia: >d�onde est�a la
verdad, la absoluta verdad? >Cu�al es la moraleja que se ha deextraer de esta historia, a
veces libertina y poco ejemplar? >Est�a la verdad en eso que sucede todos los d��as, en los
acontecimientos cotidianos, en la mezquindad y chatez de lavida de la inmensa mayor��a de
los hombres, o reside la verdad en el sue~no que nos es dado para huir de nuestra triste
condici�on? >C�omo se elev�o el hombre en su caminata por el mundo: a trav�es del d��a a d��a
de miserias y vulgaridades, o por el libre sue~no sin fronteras ni limitaciones? >Qui�en
llev�o a Vasco de Gama y a Col�on al puente de sus carabelas? >Qui�en dirige las manos de
los sabios que mueven las palancas de ese juego de los sputniks, creando nuevas estrellas y
una nueva luna en el cielo de este suburbio del universo? >D�onde esta la verdad?
D��ganmelo, por favor: >en la peque~na realidad de cada uno oen el inmenso sue~no del
hombre? >Qui�en la conduce por el mundo afuera, iluminando el camino del hombre? >El
Merit��simo juez o el paup�errimo poeta? >Chico Pacheco, con su integridad, o el
comandante Vasco Moscoso de Arag�on, capit�an de altura?.

Jorge Amado

Si bien nuestro trabajo se centr�o en el estudio de compuestos farmac�euticos mediante
t�ecnicas de RMN en estado s�olido, contamos con resultados de otros experimentos rea-
lizados sobre las muestras (DRXP, FTIR, calorimetr��a diferencial de barrido, etc.) que
ayudaron a determinar algunos aspectos importantes de los compuestos estudiados. A
continuaci�on mencionaremos brevemente las t�ecnicas empleadas [47], [48].

5.1. Difracci�on de Rayos-X de Polvo (DRXP)

Los s�olidos cristalinos se caracterizan porque a nivel microsc�opico los �atomos (o mol�ecu-
las) se encuentran ordenados en arreglos peri�odicos tridimensionales en el espacio. Entre
las m�ultiples aplicaciones de la DRXP se encuentran por un lado la identi�caci�on y el
an�alisis cuantitativo de fases cristalinas y por otra parte, la determinaci�on de estructuras
cristalinas. Cualquier especie cristalina produce siempre un diagrama de difracci�on (DD)
caracter��stico. Si la muestra est�a constituida por una mezclade diferentes especies, el DD
correspondiente manifestar�a la suma de los efectos de difracci�on de cada uno de ellos.
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Figura 5.1: Curva t��pica de un experimento de Termogravimetr��a.

5.2. M�etodos T�ermicos de An�alisis

Los m�etodos t�ermicos de an�alisis son un conjunto de t�ecnicas instrumentales basadas
en la medici�on de una propiedad del sistema f��sico en funci�onde la temperatura. La
Calorimetr��a Diferencial de Barrido y el An�alisis Termogravim�etrico (DSC y TGA, por
sus siglas en ingl�es), solos o combinados, son los de mayor importancia. Durante el calen-
tamiento o enfriamiento de los materiales, su estructura, estado o composici�on qu��mica
cambia. Estas transformaciones y reacciones est�an ��ntimamente relacionadas con el inter-
cambio de calor entre la muestra y el medio que la rodea.

5.2.1. An�alisis Termogravim�etrico (TGA)

Este m�etodo permite medir el cambio en la masa de la muestra en funci�on de la
temperatura o el tiempo en una atm�osfera controlada. Es generalmente utilizado para
estudiar la p�erdida de solvente de cristalizaci�on o alguna otra reacci�on s�olido ! s�olido +
gas. Tambi�en, para determinar la composici�on de materialesy estudiar su estabilidad a
altas temperaturas.

Una curva t��pica de un experimento de TGA se muestra en la �gura 5.1. Es una curva
que corresponde a una p�erdida de masa simple con temperatura detransici�on Ti . Esta
temperatura se determina como el punto donde se cruzan la rectatangente a la l��nea de
base original con la recta tangente a la curva en la regi�on donde se observa el inicio del
cambio de masa.
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5.2.2. Calorimetr��a Diferencial de Barrido (DSC)

Esta t�ecnica mide la diferencia de energ��a (
ujo de calor) entre una referencia (R) y la
muestra (S). El resultado de un an�alisis de DSC es una curva, un gr�a�co de 
ujo de calor vs.
temperatura. La �gura 5.2 muestra una curva idealizada de un experimento de DSC. Las
endotermas representan procesos en los cuales se ha absorbido calor, como por ejemplo una
p�erdida de solvente, una transici�on de fase o fusi�on. Las exotermas representan procesos
como cristalizaci�on o reacciones qu��micas donde se producecalor. Adem�as, el �area bajo
un pico es proporcional a la cantidad de calor involucrado enel proceso. Por lo tanto, este
m�etodo puede ser utilizado para determinar las entalp��as (� H ) de procesos involucrados.
Tambi�en, puede utilizarse la DSC para determinar el punto defusi�on y la pureza de una
muestra.

Figura 5.2: Curva t��pica de un experimento de DSC.

Hay dos de�niciones que suelen utilizarse para describir la relaci�on entre las energ��as
relativas de polimorfos a diferentes temperaturas:monotr�opica y enantiotr�opica . En
un sistema monotr�opico, una forma es la termodin�amicamenteestable independientemente
de la temperatura. En un sistema enantiotr�opico, una de las formas es estable debajo
de cierta temperatura de transici�on, pero la otra forma es estable por encima de esa
temperatura.

5.3. Espectroscop��a Infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR)

En general, la espectroscop��a IR es muy �util para el an�alisisde s�olidos porque los
experimentos pueden realizarse sin disolver la muestra. El espectro IR es extremadamente
sensible a la estructura, la conformaci�on y el entorno qu��mico de un compuesto y por lo
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Figura 5.3: Regiones de absorci�on aproximadas para varios tipos de ligaduras comunes.

tanto es un m�etodo muy poderoso para la caracterizaci�on e identi�caci�on de diferentes
formas s�olidas. El inter�es de la FTIR radica fundamentalmente en sus aplicaciones de
tipo cualitativo. La frecuencia de cada banda del espectro IRdepende de la constante
de fuerza de cada enlace interat�omico, de ah�� que el espectro de absorci�on en la regi�on
infrarroja depende del conjunto de enlaces que constituyen la estructura molecular y sea
distinto y caracter��stico de cada mol�ecula. En la tabla 5.3 semuestran las regiones de
absorci�on aproximadas para algunos enlaces t��picos.



Cap��tulo 6

Derivados Fluoroquinol�onicos

Los compuestos estudiados en esta tesis fueron sintetizados por el grupo del Dr. Rub�en
H. Manzo en el Departamento de Farmacia de Facultad de Ciencias Qu��micas en la Uni-
versidad Nacional de C�ordoba. Los complejos 
uoroquinol�onicos con aluminio (secci�on
6.1.1) formaron parte de la tesis doctoral de la Dra. Andrea Breda bajo la direcci�on de la
Dra. Mar��a Eugenia Olivera y los Sacarinatos Fluoroquinol�onicos (secci�on 6.1.2) fueron
elaborados por la Mgter. Carolina Roma~nuk como parte de su tesis de Maestr��a, tambi�en
dirigida por la Dra. Mar��a Eugenia Olivera. En este cap��tulo mencionar�e brevemente la
importancia de estos compuestos y los m�etodos empleados parasu obtenci�on. Para un
an�alisis detallado sobre los m�etodos de preparaci�on y otros estudios realizados en estos
compuestos (solubilidad, biodisponibilidad, etc.) se recomienda leer los trabajos [47] y
[48].

6.1. Fluoroquinolonas

Los Antimicrobianos Fluoroquinol�onicos (AMFQs) son una familia de agentes an-
tibacterianos sint�eticos derivados del�Acido Nalid��xico de amplia utilizaci�on en la pr�actica
cl��nica [1]-[2].

Las Quinolonas de Segunda Generaci�on, conocidas com�unmente como Fluoroquinolonas,
incluyen a Cipro
oxacino, Nor
oxacino, O
oxacino y Enro
ox acino (ver �gura 6.1) y han
demostrado alta e�cacia en el tratamiento de procesos bacterianos que afectan a animales
[49], [50].

Las Fluoroquinolonas son m�as activas, tienen relativamentepocos efectos adversos, la
resistencia microbiana no se desarrolla tan r�apidamente, exhiben una moderada a exce-
lente absorci�on oral y tienen moderada a buena biodisponibilidad. Entre los usos cl��nicos
se incluyen el tratamiento de infecciones del tracto urinario complicadas y no compli-
cadas, pielonefritis, enfermedades de transmisi�on sexual, prostatitis e infecciones de la
piel y tejidos.

Estos compuestos presentan muchas ventajas que los hacen muy �utiles, pero tambi�en
poseen inconvenientes que hacen dif��cil la formulaci�on adecuada de los mismos. Los AM-
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Figura 6.1: Estructura qu��mica de las Fluoroquinonas, mostrando la numeraci�on empleada para
las asignaciones de los espectros de RMN de13C, 1H, 19F y 15N.

FQs son predominantemente bactericidas, muestran una destrucci�on dependiente de la
concentraci�on, la mayor parte de ellos tiene una excelentebiodisponibilidad oral y tiem-
pos de vida media relativamente largos lo que permite un intervalo de administraci�on cada
doce horas o una sola vez al d��a. Muestran excelente distribuci�on tisular y penetraci�on
celular, lo que permite su uso contra agentes pat�ogenos intracelulares. Adem�as poseen
un prolongado efecto luego de la administraci�on del antibi�otico lo cual evitar��a el r�apido
desarrollo de resistencia bacteriana. Los AMFQs son tal vez los antibi�oticos orales m�as
usados en el tratamiento y pro�laxis en humanos y animales de cr��a, y son a su vez los
mejor tolerados.

Entre algunos inconvenientes que presentan los AMFQs vinculados a su formulaci�on
farmac�eutica, se destacan su baja solubilidad acuosa y caracter��sticas organol�epticas des-
favorables (sabor amargo). Estas caracter��sticas subjetivashan limitado sus posibilidades
de formulaci�on y son adem�as causa de poca aceptaci�on en la dieta de los animales de
producci�on. Se han desarrollado diversas t�ecnicas con el objetivo de enmascarar el sabor
desagradable de los AMFQs para de esa manera incrementar el valor del producto y mejo-
rar la aceptaci�on por parte de los pacientes. Entre estas estrategias se incluyen la forma-
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ci�on de c�apsulas recubiertas con pol��meros insolubles, adsorci�on a resinas de intercambio
i�onico, microencapsulaci�on con varios pol��meros, acomplejamiento con ciclodextrinas y
modi�caciones qu��micas tales como la formaci�on de prodrogas insolubles. Es importante
se~nalar que actualmente hay una tendencia a obtener derivados con propiedades diferen-
tes a las del precursor desarrollando metodolog��as que involucren solo agua como medio
de reacci�on en lugar de solventes org�anicos. De esta manera, modi�cando la naturaleza
del medio de reacci�on, se reducir��a la contaminaci�on ambiental lo cual tendr�a un impacto
positivo sobre la salud y el ambiente.

6.1.1. Complejos Fluoroquinol�onicos con Aluminio

El acomplejamiento de NOR y CIP con aluminio fue utilizado como una estrategia para
mejorar la solubilidad acuosa de estos compuestos, lo que dio origen a los nuevos derivados
(HCl.NOR) 3y (HCl.CIP) 3. Estos compuestos son s�olidos estables con estequiometr��a 3:1
y muestran alta solubilidad acuosa a pH neutros. Las propiedadesbiol�ogicas de esos com-
puestos (permeabilidad intestinal y potencia antimicrobiana) no presentaron variaciones
signi�cativas como consecuencia del acomplejamiento. Esta estrategia permiti�o el dise~no
de formulaciones l��quidas superadoras para su utilizaci�onpor v��a oft�almica y otot�opica, y
de formulaciones s�olidas con favorables propiedades de disoluci�on.

Para la preparaci�on de estos nuevos derivados se utiliz�o unametodolog��a basada en la
precipitaci�on del producto (M�etodo I). Sin embargo, para la obtenci�on del producto en
mayor escala fue necesaria la adaptaci�on de la metodolog��a original. A este nuevo m�etodo
de producci�on se lo denomin�o M�etodo II.

Materiales y M�etodos

Los reactivos utilizados para la preparaci�on de los complejos fueron los siguientes: Nor-

oxacino, NOR (Parafarm); Cipro
oxacino, CIP (Neutralizado a partir de Clorhidrato de
CIP, Parafarm); Cloruro de aluminio hexahidratado, AlCl3.6H2O (Riedel de Ha•en); Alco-
hol et��lico 96o (EtOH Porta); Acetona (Cicarelli). Se obtuvieron los clorhidratos de com-
plejos de CIP y NOR con aluminio ((CIP.HCl)3Al y (NOR.HCl) 3Al) con estequiometr��a
3:1 a partir de dos m�etodos diferentes:

� M�etodo I : Precipitaci�on con acetona.

Una soluci�on de CIP (o NOR) y AlCl3.6H2O fue calentada suavemente bajo ag-
itaci�on. Posteriormente se dej�o enfriar hasta aproximadamente 50oC y se agreg�o lenta-
mente una mezcla de acetona:agua (26:1), continuando con laagitaci�on y calen-
tamiento a re
ujo, hasta ebullici�on. El s�olido obtenido fue �ltrado y secado (a 100
oC) hasta peso constante.

� M�etodo II : Granulaci�on con alcohol et��lico.

CIP (o NOR) y AlCl 3.6H2O en forma s�olida y manteniendo la relaci�on 3:1 fueron
mezclados hasta obtener una mezcla homog�enea y se agreg�o EtOH mientras se
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malaxaba suavemente. La pasta obtenida se dej�o a temperatura ambiente aproxi-
madamente 15 horas. Transcurrido este per��odo de tiempo se sec�oen estufa hasta
peso constante.

6.1.2. Sacarinatos Fluoroquinol�onicos

Los Sacarinatos de AMFQs se prepararon con el objetivo de mejorar algunos de los
aspectos desfavorables que presentan las Fluoroquinolonas. Los AMFQs que se utilizaron
fueron los de uso m�as frecuente en terap�eutica (CIP, NOR, ENR yOFL). En este contexto,
se desarrollaron los Sacarinatos de Antimicrobianos Fluoroquinol�onicos (SAC-AMFQs)
obtenidos mediante la sali�caci�on con SAC (Figura 6.2).

Figura 6.2: Estructura qu��mica de los Sacarinatos Fluoroquinol�onicos, mostrando la nu-
meraci�on empleada para las asignaciones de los espectros de 13C, 1H, 19F y 15N.

Materiales y M�etodos

Se utiliz�o Hidr�oxido de Sodio grado anal��tico (Anedra), �Acido Clorh��drico concen-
trado 38 % P=V pro-an�alisis (Cicarelli), Sacarina S�odica dihidrato grado farmac�euti-
co (Parafarm, China); Cipro
oxacino Clorhidrato (USP, Neuland Laboratorios Limited);
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Enro
oxacino grado farmac�eutico (Todo Droga), Nor
oxacino (USP, Marsing & Co. Ltd.
A=S. Dinamarca) y O
oxacino grado farmac�eutico (Parafarm, China). Todos los materia-
les fueron secados hasta peso constante bajo vac��o y calor (100oC).

Para la obtenci�on de los SAC-AMFQs, se parti�o de una soluci�on acuosa de SAC a la
cual se le agreg�o la cantidad estequiom�etrica del AMFQ correspondiente, esto se mantuvo
con calentamiento a 90-95oC y agitaci�on por aproximadamente 15 minutos, al cabo de este
tiempo se logr�o la disoluci�on completa del AMFQ, obteni�endose una soluci�on transparente.
La soluci�on resultante se �ltr�o por gravedad a trav�es de papel de �ltro Whatmann N �

1, se dej�o enfriar a temperatura ambiente durante 24 horas convenientemente protegida
de la luz, se separ�o por �ltraci�on con vac��o y se dej�o secar a 40� C en vac��o hasta peso
constante, luego se pulveriz�o en mortero y se almacen�o en recipientes de cierre herm�etico
y protegidos de la luz. Dado que los AMFQs son fotosensibles, en todas las etapas del
procedimiento de preparaci�on de las sales, el sistema fue convenientemente protegido de
la luz.

Adem�as, a partir de una soluci�on diluida y con un enfriamientogradual se obtuvieron
monocristales de SAC-CIP.
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Cap��tulo 7

Complejos de Fluoroquinolonas con
27Al

Desde la introducci�on del �Acido Nalid��xico (NalH) [51] en la pr�actica cl��nica a comien-
zos de 1960 se ha desarrollado un gran n�umero de agentes antibacterianos derivados del
mismo [51],[52].

En particular, vamos a estudiar la familia de las Fluoroquinolonas (derivada de (NalH))
y en esta parte del trabajo centraremos nuestro estudio en CIP y NOR. CIP y NOR son
dos antimicrobianos activos contra una gran variedad de bacterias gram-negativas. I. Turel
present�o varios trabajos mostrando un completo an�alisis de estos f�armacos, tanto para CIP
[53] como para NOR [54].

Recordemos que una de las principales desventajas de estos compuestos es su baja so-
lubilidad a pHs neutros. Este hecho llev�o a que la interacci�onde las Fluoroquinolonas
con iones met�alicos fuera exhaustivamente estudiada debidoa la posibilidad de con-
seguir una mejor solubilidad acuosa de los complejos en comparaci�on con los AFIs sin
acomplejar. Muchos trabajos publicados mostraron que la coordinaci�on de las FQs con
metales polivalentes efectivamente incrementaban la solubilidad acuosa de los comple-
jos ([55],[56],[57],[58],[59]). Adem�as, estos trabajos mostraron que la coordinaci�on de las
Fluoroquinolonas con los iones met�alicos forman s�olidos estables.

En esta parte del trabajo, presentamos un an�alisis detallado de complejos de CIP y
NOR con 27Al en estado s�olido. El an�alisis en soluci�on fue realizado previamente [48].

7.1. Caracterizaci�on de los complejos - An�alisis de
Espectros de 13C

Con el transcurso del tiempo, la realizaci�on de experimentosde CPMAS de 13C se
ha convertido en una tarea de rutina cuando se trabaja con compuestos de inter�es far-
mac�eutico. Es por esto que para comenzar el estudio de los complejos 
uoroquinol�onicos,
realizamos espectros de13C para identi�car y caracterizar cada uno de los mismos.
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CIP y sus complejos con aluminio

Los espectros de13C para CIP y los complejos (HCl.CIP)3Al obtenidos por los M�etodos
I y II se muestran en la �gura 7.1. Las asignaciones de las se~nalesde resonancia se
corresponden con la numeraci�on que se muestra en la �gura 6.1. Los corrimientos qu��micos
correspondientes est�an detallados en la tabla 7.1.

A la serie de compuestos tambi�en les realizamos experimentosde edici�on de carbonos
cuaternarios (NQS) de13C cuyos resultados se muestran en la �gura 7.3.

Figura 7.1: Espectros de CPMAS de13C de:(a) CIP, (b) (HCl.CIP) 3Al M�etodo I, y (c)
(HCl.CIP) 3Al M�etodo II. Los asteriscos indican bandas rotacionales.

Para comenzar el estudio de las formas s�olidas de los complejos 
uoroquinol�onicos
es necesario tener una correcta asignaci�on de las se~nales de resonancia presentes en el
espectro de CPMAS de13C. Para realizar las asignaciones de CIP se compararon los
corrimientos qu��micos obtenidos mediante RMN de estado s�olido con los corrimientos
qu��micos obtenidos en soluci�on (ver [47]) y se tuvo en cuentaadem�as el espectro de
edici�on de carbonos cuaternarios.

En el espectro de CPMAS de13C de CIP podemos clasi�car las se~nales de resonancia en
cinco grupos, dos grupos por debajo de los 60 ppm y tres por encima de los 100 ppm. Las
se~nales de resonancia que se encuentras a ppm bajos corresponden a los grupos metilenos
del anillo de piperazina y a las resonancias de los13C del grupo terpeno. Mientras que la
parte planar de la mol�ecula (arom�aticos), como tambi�en lase~nal correspondiente al grupo
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carboxilo, se encuentran a ppm m�as altos. La mayor��a de las se~nales de13C en estado
s�olido tienen la misma posici�on relativa que las se~nales en soluci�on. Sin embargo, una
diferencia importante que puede notarse en estado s�olido es que la se~nal que corresponde
al carbono C(3a), que aparece a 167.2 ppm en estado l��quido, en estado s�olido se encuentra
a 173 ppm aproximadamente. Este hecho nos est�a indicando el car�acter zwitteri�onico de
la CIP [55]. La resonancia del carbono C(3) tambi�en se corre a ppm m�as alto con respecto
al corrimiento qu��mico en que se encuentra en soluci�on, de 109.5 a 123.3 ppm. Como
consecuencia de esto, las se~nales correspondientes a C(3) y C(9) se acercan en el espectro
de 13C, haciendo dif��cil la identi�caci�on de cada una de ellas. Otra caracter��stica de este
compuestos es que las se~nales C(4) y C(3a) aparecen superpuestas en la misma posici�on
de resonancia en el espectro de estado s�olido.

Las asignaciones de los espectros de CPMAS de13C de los complejos de (HCl.CIP)3Al
los realizamos comparando con el espectro de13C de CIP y tuvimos en cuenta los espectros
de supresi�on no cuaternaria, que se muestran en la �gura 7.3.

Ahora que cada se~nal est�a correctamente asociada a cada n�ucleo de 13C presente en
la mol�ecula, es posible comenzar con el an�alisis y comenzar acomparar los espectros de
los distintos compuestos.

En los espectros de13C de los complejos se puede observar un patr�on similar en la
distribuci�on de las se~nales de resonancia al que se observa en CIP. En cada uno de los tres
grupos que se encuentran por encima de los 100 ppm, se encuentran l��neas de resonancia
asociadas a carbonos cuaternarios, que pueden ser identi�cados utilizando los resultados
de los espectros de NQS para cada compuesto.

Al observar los espectros de CPMAS de13C es evidente que las l��neas de resonancia en
los complejos con27Al son m�as anchas que las presentes en el compuesto farmac�eutico sin
acomplejar. Este hecho re
eja el car�acter desordenado de loscomplejos. A pesar de este
hecho, en los espectros de (HCl.CIP)3Al es posible identi�car algunas se~nales de carbonos
de manera muy clara, como por ejemplo C(4) y C(3a), con una multiplicidad m�as alta que
en CIP. Este hecho puede ser atribuido a la estequiometr��a del complejo, el cual estar��a
formado por tres mol�eculas de CIP por �atomo de aluminio, dando lugar a que algunos
carbonos tengan diferentes entornos y experimenten diferentes campos locales dando lugar
a peque~nas diferencias en sus frecuencias de resonancia.

Cuando se preparan este tipo de compuestos se espera que no queden restos de los
precursores, por eso es muy importante contar con t�ecnicas quepermitan determinar si
qued�o f�armaco puro sin reaccionar. Con RMN de estado s�olido (mediante los espectros de
13C) podemos concluir que no hay residuos de CIP. Llegamos a esta conclusi�on observando
la se~nal a 123 ppm en CIP que est�a bajo el l��mite de detecci�onen los complejos (ver �gura
7.1 y 7.3). Esto nos indica que si hay IFA puro, la proporci�on esmenor al 5 %. Por lo
tanto, toda la CIP ha reaccionado con el aluminio para formarlos complejos, esto est�a de
acuerdo con los resultados obtenidos por FTIR (ver secci�on 7.4).

Hay que destacar que la resonancia que corresponde al carbono C(4) y C(3a) en el
espectro de CIP se separa y se corre a ppm m�as bajos con el acomplejamiento. El corri-
miento a ppm bajos de estas se~nales est�a de acuerdo con trabajos publicados previamente
en los cuales muestran espectros de13C en soluci�on de Fluoroquinolonas coordinadas con
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aluminio y otros metales polivalentes ([55],[56],[57],[58],[59]). Como tambi�en muestran los
resultados obtenidos por FTIR, este comportamiento de las se~nales de13C es esperable,
como consecuencia de su participaci�on en la coordinaci�on con el ion de aluminio.

NOR y sus complejos con aluminio

Los espectros de13C para NOR y los complejos (HCl.NOR)3Al obtenidos por los
M�etodos I y II se muestran en la �gura 7.2. Las asignaciones de las se~nales de resonancia
se corresponden con la numeraci�on que se muestra en la �gura 6.1.Los corrimientos
qu��micos correspondientes est�an detallados en la tabla 7.2. Como en el caso de CIP, las

Figura 7.2: Espectros de CPMAS de13C de:(a) NOR, (b) (HCl.NOR) 3Al M�etodo I, y (c)
(HCl.NOR) 3Al M�etodo II. Los asteriscos indican bandas rotacionales.

asignaciones se realizaron comparando el espectro en soluci�ony los espectros de edici�on
de carbonos cuaternarios.

La gran similitud entre NOR y CIP hace que sus espectros sean parecidos siendo
posible observar el mismo comportamiento: cinco grupos de se~nales, tres por encima de
100 ppm y dos por debajo de los 60 ppm. De la misma manera que en CIP, cada uno de
los grupos pertenece a zonas bien diferenciadas de la mol�ecula. Las se~nales de los anillos
arom�aticos y del grupo carboxilo se encuentran a ppm altos mientras que las se~nales de
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resonancia correspondientes a los grupos metilenos del anillo de piperazina y del grupo
terpeno se encuentran a ppm bajos.

La multiplicidad observada en el espectro de13C de NOR muestra claramente la ex-
istencia de m�as de una mol�ecula por celda unidad asim�etrica. Las se~nales de resonancia
de los carbonos que muestran desdoblamientos m�as marcados (C(4), C(3a), C(3), C(1b),
C(9) y C(8)) son probablemente los m�as expuestos a las mol�eculas vecinas, con su apan-
tallamiento electr�onico m�as afectado con respecto a las mol�eculas en soluci�on.

Las asignaciones para los espectros de CPMAS de13C de las sustancias de (HCl.NOR)3Al
se realizaron compar�andolos con el espectro de13C de NOR y teniendo en cuenta los es-
pectros de supresi�on no cuaternaria, que se muestran en la �gura7.3.

Al analizar los espectros de (HCl.NOR)3Al tambi�en podemos identi�car cinco grupos
de se~nales como en NOR, con multiplicidades debido al acomplejamiento. En el caso de
(HCl.NOR) 3Al M�etodo I, las se~nales se superponen hasta formar resonancias anchas, in-
dicando el car�acter parcialmente desordenado del material. El complejo (HCl.NOR)3Al
M�etodo II presenta se~nales mas resueltas, mostrando ser menos desordenado que el ante-
rior.

Los espectros de13C de los complejos no muestran residuos de NOR sin acomplejar.
Este hecho est�a basado en la resonancia a 9.1 ppm en NOR, que desaparece completamente
luego del acomplejamiento. La relaci�on se~nal-ruido del espectro de13C permite determinar
que si hay alg�un residuo de NOR pura, este es menor al 4 %.

Las se~nales correspondientes a C(4) y C(3a) muestran claros corrimientos a ppm m�as
bajos, evidenciando la participaci�on de estos n�ucleos en lacoordinaci�on con el aluminio
mediante los ox��genos.

Figura 7.3: Edici�on de carbonos cuaternarios de:(1a) CIP, (1b) CIP-Al I, (1c) CIP-Al II, (2a)
NOR, (2b) NOR-Al I y (2c) NOR-Al II .
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Tabla 7.1: Corrimientos qu��micos de 13C (en ppm) para CIP, CIP-Al I y CIP-Al II.

13C CIP CIP-Al CIP-Al
M�etodo I M�etodo II

4, 3a 173.2 174.5 173.2 173.2 169.5
171.0 168.8

6 152.8 149.2 155.8 151.9 155.1 155.4
2 143.0 149.0 150.0
7 141.5 145.2 145.9
9 138.0 140.4 138.3 140.7

3,10 123.3 119.8 120.0 118.0 111.5 120.1 110.5
5 115.3 109.7 111.1
8 106.2 103.5 106.5

12,13 45.6 42.6 44.5 46.3 43.2
15,16

1a 35.4 36.9 37.3
1b 7.5 9.3 8.7

Tabla 7.2: Corrimientos qu��micos de 13C (en ppm) para NOR, NOR-Al I y NOR-Al II.

13C NOR NOR-Al NOR-Al
M�etodo I M�etodo II

4, 3a 176.6 174.9 171.0 173.1 167.6 175.6 174.5 172.3
169.1 166.8 170.0 166.5

6,7 154.6 152.6 149.0 153.9 151.2 145.2 155.3 152.6 149.7
147.2 142.9 145.8 141.9

2 149.0 144.5 150.0 149.6 147.3
9 137.0 137.5 138.1 137.1

3,10 121.8 119.7 115.4 120.0 111.8 123.3 121.3 118.7
113.8 108.1 116.5 112.0 109.7 107.0

5 110.0 111.0 113.1
8 105.5 104.0 106.0 104.3 103.0
1a 51.4 50.3 51.1

12,13 46.1 46.0 44.0 47.8 46.1 44.0 41.0
15,16

1b 14.4 9.1 15.0 16.3 15.1
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7.2. An�alisis de Homogeneidad

Los espectros de CPMAS de13C de los complejos mostraron un alto grado de desor-
den, hecho que fue respaldado por experimentos de DRXP (ver secci�on 7.2.2). Este hecho
abri�o la posibilidad de analizar nuevos aspectos de estos compuestos. Para estudiar esta
caracter��stica de los complejos 
uoroquinol�onicos decidimos investigar los tiempos de rela-
jaci�on esp��n-red en la terna rotante T1� 13 C . Los resultados obtenidos a trav�es de los T1� 13 C

nos dan una idea acerca de la heterogeneidad de las muestras. Los tiempos de relajaci�on
en la terna rotante cortos dan una idea de mayor movilidad, loque est�a indicando un
car�acter m�as desordenado del compuesto.

7.2.1. Tiempo de relajaci�on en la terna rotante T 1� 13C

Los valores de T1� 13 C para los carbonos de los grupos CH2 en los complejos de aluminio
obtenidos utilizando la secuencia de pulsos especi�cada en la �gura 3.10 se muestran en
la tabla 7.3. El decaimiento de la magnetizaci�on de13C como funci�on de � , MC (� ), para
estos carbonos en (HCl.CIP)3Al y (HCl.NOR) 3Al se muestran en la �gura 7.4. En los

Tabla 7.3: Valores de T1� para carbonos de los grupos CH2.

T1� CIP-Al CIP-Al NOR-Al NOR-Al
M�etodo I M�etodo II M�etodo I M�etodo II

1a - - 340 (50 %) 2900 500 (30 %) 4800
1b 400 (28 %) 4400 1100 (23 %) 7000 - -

12,13 450 (36 %) 2800 800 (40 %) 4300 320 (34 %) 1800 580 (35 %) 13400
15,16

gr�a�cos se puede observar un comportamiento bi-exponencialde la magnetizaci�on como
funci�on del tiempo de spin-lock (� ). Este hecho indica que los complejos son materiales
heterog�eneos con al menos dos fases con diferentes �ordeneso movilidades. El decaimiento
de la magnetizaci�on puede ajustarse con la siguiente ecuaci�on

MC (� ) = Aexp(� �=T1� 1 ) + (1 � A)exp(� �=T1� 2 ) (7.1)

En nuestro caso, como la magnetizaci�on ha sido normalizada, los valores de A y (1-A)
pueden interpretarse directamente como el porcentaje de la muestra con T1� 1 y T 1� 2

respectivamente. Usualmente, en este tipo de compuestos s�olidos,valores cortos deT1�

corresponden a fases desordenadas.
Las l��neas de resonancia de los carbonos pertenecientes a grupos CH o CH3 que apare-

cen en el espectro de CPMAS de13C con 80� s de tiempo de contacto no muestran un
decaimiento apreciable durante el tiempo despin-lock. Este hecho es esperable debido a
que el mecanismo que produce la relajaci�on involucra el acople con los campos locales

uctuantes de protones, que requieren la presencia de protones cercanos. En el caso de los
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grupos metilos, la r�apida rotaci�on a lo largo del enlace C-Cpromedia el acople dipolar.
Puede observarse que los T1� de los complejos obtenidos por el M�etodo I son m�as cortos

Figura 7.4: Magnetizaci�on de 13C en funci�on del tiempo de spin-lock � para algunos carbonos
seleccionados en el experimento de T1� . Se muestran los ajustes de los datos experimentales
de acuerdo a la ecuaci�on 7.1. (a) (HCl.CIP)3Al M�etodo I, (b) (HCl.CIP) 3Al M�etodo II, (c)
(HCl.NOR) 3Al M�etodo I y (d) (HCl.NOR) 3Al M�etodo II . Los valores obtenidos de los ajustes
se muestran en la tabla 7.3.

que los correspondientes a los complejos obtenidos por el M�etodo II. Este hecho puede
ser asociado con una cristalinidad mayor en los compuestos elaborados por el M�etodo II.
Los valores que se muestran entre par�entesis en la tabla 3.10 sonlas fracciones corres-
pondientes a los T1� cortos. Estos resultados indican que los complejos de NOR son m�as
desordenados que los de CIP, especialmente el elaborado por elM�etodo I.

7.2.2. Patrones de DRXP

Los espectros de DRXP de los complejos 
uoroquinol�onicos muestran el desorden
presente en los compuestos elaborados por los diferentes m�etodos. La �gura 7.5 muestra los
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resultados obtenidos para CIP y sus complejos. Claramente se puede observar la diferencia
en cristalinidad entre el f�armaco puero y los complejos con27Al. Si bien es notable el
car�acter desordenado de los complejos, es posible notar rastros de cristalinidad en los
complejos elaborados tanto por el M�etodo I como por el M�etodo II.

Figura 7.5: Patrones de Difracci�on de Rayos X de polvo para (a)(HCl.CIP), (b) (HCl.CIP) 3Al
M�etodo I y (c)(HCl.CIP) 3Al M�etodo II.

Al igual que para la serie de CIP, los resultados de DRXP para NOR y suscomplejos
muestran el mismo comportamiento. A pesar de esto, los patrones de los complejos (Figura
7.6) muestran menos rastros de cristalinidad que los complejosde CIP.

7.3. Coordinaci�on de 27Al

Una caracter��stica relevante para estudiar en estos compuestoses la coordinaci�on del
n�ucleo de 27Al y analizar c�omo �este se une con las mol�eculas del f�armaco puro para formar
el complejo.

7.3.1. Espectros de 27Al

El n�ucleo de 27Al es un n�ucleo cuadrupolar conI = 5
2. La transici�on central observada

( 1
2 ! � 1

2) es independiente de la interacci�on cuadrupolar de primerorden; sin embargo, el
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Figura 7.6: Patrones de Difracci�on de Rayos X de polvo para (a)(HCl.NOR), (b) (HCl.NOR) 3Al
M�etodo I y (c)(HCl.NOR) 3Al M�etodo II.

espectro est�a sujeto a la interacci�on cuadrupolar de segundo orden que no es promediada
a cero por MAS.

El espectro de RMN con MAS de27Al es sensible, en nuestro caso particular, a la
coordinaci�on de n�ucleos de aluminio con ox��genos. La mayor distinci�on que se puede
hacer es entre la coordinaci�on octah�edrica, que da una se~nal de resonancia a 0 ppm, y la
coordinaci�on tetrah�edrica para la cual la se~nal de resonancia se encuentra en el rango de
50-65 ppm [60].

Se tomaron espectros de27Al con un campo externo de 7.04 T, lo que corresponde a
una frecuencia de Larmor de 78.5 MHz para aluminio y 300.13 MHz para protones. La
�gura 7.7 muestra los espectros de27Al para los cuatro complejos. Todos ellos muestran
una intensa resonancia alrededor de los 0 ppm, evidenciando lacoordinaci�on octah�edrica
del aluminio. De estos resultados podemos determinar que cadaion de aluminio est�a coor-
dinado con dos ox��genos de cada una de las tres mol�eculas deFluoroquinolonas en todos
los complejos. Aun cuando no hay dudas acerca de la coordinaci�on del ion de aluminio,
los anchos y formas de las l��neas espectrales para las muestras preparadas por los distintos
m�etodos no son id�enticas. Las l��neas de RMN de27Al para los complejos preparados por
el M�etodo II son claramente m�as asim�etricas que las correspondientes al M�etodo I. La
diferencia puede estar originada por la interacci�on cuadrupolar de segundo orden, que no
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Figura 7.7: Espectros de RMN de27Al adquiridos en un campo magn�etico externo de 300 MHz
de los complejos (HCl.CIP)3Al y (HCl.NOR) 3Al obtenidos por los M�etodos I y II.

Figura 7.8: Espectros de RMN de estado s�olido de27Al adquiridos en un campo magn�etico
externo de 850 MHz de los complejos (HCl.CIP)3Al y (HCl.NOR) 3Al elaborados por los M�etodos
I y II.



80 7. Complejos de Fluoroquinolonas con 27Al

Figura 7.9: Espectro bidimensional de MQMAS de27Al para NOR-Al M�etodo II.

es promediada a cero s�olo con MAS, o por aluminios en sitios no equivalentes.

Para determinar a cual de estas dos posibilidades se deb��a la forma asim�etrica de las
l��neas, se tomaron espectros a 19.06 T, lo que corresponde a una frecuencia de Larmor para
27Al de 221.52 MHz y 850.13 MHz para protones. Los resultados obtenidos se muestran
en la �gura 7.8, donde se puede ver que la forma de las l��neas essim�etrica para todos
los compuestos excepto para (HCl.NOR)3Al M�etodo II. Debemos recordar que el segundo
orden de la interacci�on cuadrupolar es proporcional a la inversa de la frecuencia de Larmor,
de esta manera, a medida que aumentamos el campo magn�etico externo (aumentamos la
frecuencia de Larmor), disminuimos la importancia del segundo orden de la interacci�on
cuadrupolar. De esta manera podemos concluir que la forma de las l��neas de resonancia
obtenidas a campo m�as bajo es debida a la fuerte interacci�on cuadrupolar, que se reduce
al aumentar el campo magn�etico externo.

Para (HCl.NOR)3Al M�etodo II realizamos un experimento de MQMAS (Figura 7.9),
este experimento permite resolver l��neas provenientes de sitios con diferentes entornos
para analizar el espectro asim�etrico de27Al obtenido a campo alto. El resultado de di-
cho experimento, sin embargo, no nos permiti�o llegar a una conclusi�on de�nitiva. No se
observan dos sitios bien resueltos, en cambio podremos decir quelo que sucede en este
compuesto es que hay una distribuci�on de corrimientos qu��micos, pero no dos sitios bien
distinguibles.
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7.4. Espectroscop��a Infrarroja (IR)

Para todos los compuestos contamos con informaci�on proveniente de experimentos de
FTIR [47],[61]. La informaci�on que FTIR brinda sobre el estiramiento y la deformaci�on
de los modos del �acido carbox��lico, el carboxilato y los grupos carbonilos en las series de
CIP y NOR es �util para comparar los complejos obtenidos por los distintos m�etodos y
ayuda a la caracterizaci�on y determinaci�on de la coordinaci�on con el �atomo de aluminio.

7.4.1. Serie de NOR

Varias observaciones pueden hacerse para la serie de NOR en la �gura 7.10. La vi-
bracion de estiramiento del grupo carboxilo dim�erico (� COOH ) de NOR est�a alrededor
de 1712 cm� 1, y tambi�en est�a presente en la mezcla f��sica de los compuestos.La banda
fuerte a 1626 cm� 1 puede asignarse a los modos de estiramiento de los anillos arom�aticos
de las 
uoroquinolonas C=C (� CC ) y N=C ( � CN ). La banda a 1582 cm� 1 se atribuye al
estiramiento del 4-C=O. Estas asignaciones est�an de acuerdo a resultados previamente
reportados [62]. En el espectro de (HCl.NOR)3Al (M�etodo I), la banda correspondiente
a la � COOH desaparece y aparecen dos nuevas bandas a 1527 cm� 1 y a 1399 cm� 1. Estas
bandas pueden ser asignadas a los modos de estiramiento del carboxilato antisim�etrico
(� COOH � antisim ) y sim�etrico ( � COOH � sim ) respectivamente. Adem�as, se observa un corri-
miento a n�umero de onda m�as bajo (de 1582 a 1556 cm� 1) en la banda del 4-C=O luego
del acomplejamiento, sugiriendo la participaci�on de este grupo en la coordinaci�on con el
aluminio.

De acuerdo con los espectros de RMN con MAS de27Al, dos �atomos de ox��geno
por mol�ecula de 
uoroquinolona est�an involucrados en la coordinaci�on. Entonces, hay
dos posibilidades: un carboxilato monodentado con la participaci�on de un 4-C=O o el
carboxilato bidentado sin participaci�on del 4-C=O. El primer caso presentar��a una banda
� COOH � sim entre 1385 y 1402 cm� 1 y una separaci�on entre� COOH � antisim y � COOH � sim ,
� � , cercana a la de la sal alcalina. En el segundo caso, la banda de� COOH � sim aparecer��a
a energ��as altas y la � � ser��a signi�cativamente m�as chica que la de la sal alcalina. De
acuerdo con nuestros resultados, el espectro de (HCl.NOR)3Al (M�etodo I) muestra una
� COOH � sim de acuerdo con el carboxilato monodentado y �� = 128cm� 1, cercano a la
de NOR-Na (� � = 135cm� 1), ver �gura 7.10. Esto sugiere que el grupo 4-C=O y un
�atomo de ox��geno est�an coordinados directamente con el aluminio. Evidencia adicional
de la participaci�on del grupo 4-C=O puede extraerse de la regi�on de deformaci�on de la
cetona (1200-1350 cm� 1) y de la deformaci�on fuera del plano del carbonilo con bandas
alrededor de 700-750 cm� 1, ver �gura 7.10.

El espectro de IR correspondiente al complejo (HCl.NOR)3Al obtenido por el M�etodo
II no muestra diferencias con el obtenido por el M�etodo I.
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Figura 7.10: (1) Espectro de FTIR de la serie de NOR mostrando el modo de estiramiento
del carboxilo en: (a) NOR, y los modos de estiramiento del carboxilato antisim�etrico y sim�etrico
en: (b) (HCl.NOR) 33Al M�etodo I, y (c) (HCl.NOR) 33Al M�etodo II. (2) Espectro de IR de la
serie de NOR mostrando la regi�on de deformaci�on del 4-CO (1200-1350 cm� 1) y el modo de
deformaci�on fuera del plano (700-750 cm� 1) en: (a) NOR, (b) (HCl.NOR) 33Al M�etodo I, y (c)
(HCl.NOR) 33Al M�etodo II.

7.4.2. Serie de CIP

La CIP pura cristaliza como un zwitteri�on y la banda � COOH no est�a presente [53].
En los espectros de (HCl.CIP)3Al y la mezcla f��sica, dicha banda se observa a 1709 cm� 1

(ver �gura 7.11). La banda fuerte a 1625 cm� 1 en (HCl.CIP) (tambi�en observada entre
1633 y 1617 cm� 1 en el resto de la serie) puede asignarse a las vibraciones de estiramiento
C=C y N=C de los anillos arom�aticos (� CC y � CN ). La banda del 4-C=O se observa como
un hombro a 1611 cm� 1 en (HCl.CIP). Estas asignaciones est�an de acuerdo a resultados
previamente reportados [62]. Como se observ�o en los complejos de aluminio de NOR, el
espectro de (HCl.CIP)3Al (M�etodo I) no muestra la banda correspondiente a� COOH . En
el espectro de CIP-Na, la banda� COOH � antisim es observada a 1587 cm� 1 y � COOH � sim

est�a presente como una banda fuerte a 1456 cm� 1. En la �gura 7.11, el espectro del
complejo (HCl.CIP)3Al (M�etodo I) muestra varias bandas en las regiones para� COOH � sim

haciendo que la identi�caci�on de esta banda no sea tan sencilla. Sin embargo, la �gura 7.11
muestra las modi�caciones de la regi�on de deformaci�on de lacetona (1200-1350 cm� 1) y
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Figura 7.11: (1) Espectro de FTIR de la serie de CIP mostrando el modo de estiramiento
del carboxilato antisim�etrico en: (a) CIP, (b) (HCl.CIP) 33Al M�etodo I y (c) (HCl.CIP) 33Al
M�etodo II. (2) Espectro de IR de la serie de NOR mostrando la regi�on de deformaci�on del 4-CO
(1200-1350 cm� 1) y el modo de deformaci�on fuera del plano (700-750 cm� 1) en: (a) CIP, (b)
(HCl.CIP) 33Al M�etodo I, y (c) (HCl.CIP) 33Al M�etodo II.

de la deformaci�on fuera del plano del carbonilo con bandas alrededor de 700-750 cm� 1 en
(HCl.CIP) 3Al. Estos hechos sugieren la participaci�on del grupo 4-C=O en la coordinaci�on
con aluminio de la misma manera que fue observado para los complejos de NOR.

Bas�andonos en las similitudes estructurales entre CIP y NOR y los resultados obtenidos
por RMN de 27Al, no se esperan diferencias en el tipo de coordinaci�on.

El espectro correspondiente a (HCl.CIP)3Al (M�etodo II) no muestra diferencias con el
obtenido para el M�etodo I. De las �guras 7.10 y 7.11 surge que seproduce una reacci�on
parcial entre las Fluoroquinolonas (NOR y CIP) y el cloruro dealuminio cuando ambos
compuestos son mezclados f��sicamente (NOR-MF y CIP-MF).

Es evidente que no s�olo las bandas caracter��sticas de NOR (o CIP) se observan en la
mezcla f��sica. Por ejemplo, la banda a 1525 cm� 1 correspondiente al modo de estiramiento
del carboxilato antisim�etrico que est�a ausente en el f�armaco puro es claramente visible en
el espectro de NOR-MF. Este comportamiento puede explicarse porla alta constante de
asociaci�on y el medio de reacci�on provista por el agua de hidrataci�on de la sal de aluminio.
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7.5. Discusi�on y conclusiones

Los experimentos realizados permitieron analizar en profundidad los complejos de
Fluoroquinolonas con aluminio. Los espectros de13C de estado s�olido mostraron que los
corrimientos qu��micos de los complejos preparados por losM�etodos I y II tienen similitudes
y muestran el mismo comportamiento.

El an�alisis de los tiempos de relajaci�on esp��n-red en la terna rotante T1� permiti�o de-
terminar que los complejos de NOR y CIP producidos por ambos m�etodos son sistemas
f��sicamente heterog�eneos. Los (T1� ) de los cuatro compuestos muestran la coexistencia de
al menos dos fases con diferentes movilidades, una asociada conuna fase m�as ordenada
y la otra a una fase m�as desordenada. Tambi�en se pudo determinar que los complejos
elaborados por el M�etodo II son m�as cristalinos que los elaborados con el m�etodo I.

De los experimentos de RMN y de FTIR podemos concluir que la reacci�on entre
las FQs y el aluminio es completa. En todos los complejos, los mismos �atomos son los
involucrados en el acomplejamiento. En particular, de los espectros de RMN de27Al se
observ�o una coordinaci�on octah�edrica del ion de aluminioen todos los complejos y los
espectros de FTIR muestran que la coordinaci�on del aluminio es a trav�es del grupo 4-CO
y del sistema 3-carbox��lico. Estas observaciones indican que los compuestos obtenidos por
el M�etodo I y el M�etodo II son qu��micamente los mismos.

Las diferencias observadas en los espectros de RMN de estado s�olido de 13C y 27Al
se deben a la diferencia en la interacci�on cuadrupolar de segundo orden presente en los
compuestos, y tambi�en probablemente a peque~nos cambios en la conformaci�on molecular.



Cap��tulo 8

Sacarinatos Fluoroquinol�onicos

Como mencionamos en el cap��tulo anterior, desde la introducci�on del �Acido Nalid��xico
(NalH) [51] en la pr�actica cl��nica a comienzos de 1960 se han desarrollado un gran n�umero
de agentes antibacterianos derivados del mismo [51].

Como tambi�en se~nalamos previamente, entre los inconvenientes que presentan los AM-
FQs (ver secci�on 6.1) vinculados a su formulaci�on farmac�eutica se destacan su baja solu-
bilidad acuosa y propiedades organol�epticas desfavorables(sabor amargo) ([63], [64], [65],
[2], [66], [67]). Estas caracter��sticas han limitado sus posibilidades de formulaci�on para su
uso en terap�eutica humana y son adem�as causa de poca aceptaci�on en los animales de
producci�on, lo que limita cr��ticamente su uso.

Cuando es necesaria la preparaci�on de una forma de dosi�caci�on que contiene un
f�armaco que presenta un sabor particularmente desagradable,se recurre a diferentes es-
trategias para enmascarar estas caracter��sticas desfavorables, por ejemplo el recubrimiento
con distintas sustancias la �jaci�on en resinas de intercambio i�onico, la microencapsulaci�on
y el acomplejamiento con ciclodextrinas.

En el caso de f�armacos con grupos ionizables, la formaci�on desales es uno de los
recursos mas utilizados, ya que se pueden obtener derivados conpropiedades mejoradas.
Entre los agentes sali�cantes de uso farmac�eutico puede mencionarse a la sacarina (SAC),
un endulzante arti�cial. Hay ejemplos, donde sales de sacarina con diferentes f�armacos
han demostrado propiedades ventajosas [68].

Se ha descripto que la coordinaci�on qu��mica del ani�on sacarinato, obtenido por de-
protonaci�on del grupo NH, es muy interesante y vers�atil tomando en cuenta que ofrece
diferentes sitios de coordinaci�on para centros met�alicos.

Varios trabajos mostraron que los derivados de SAC, ya sea comosales o co-cristales,
muestran una mejor solubilidad [69]. Tambi�en, se ha propuesto que estos derivados poseen
propiedades organol�epticas mejoradas [68].

Continuando con el estudio de compuestos de inter�es farmac�eutico, en esta parte de la
tesis centramos nuestra investigaci�on en una nueva serie de Sacarinatos Fluoroquinol�onicos
(Secci�on 6.1.2)
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8.1. Caracterizaci�on de los Sacarinatos

8.1.1. Espectros de CPMAS de 13C

Para la serie de Sacarinatos Fluoroquinol�onicos (FQ-SACs) realizamos experimentos
de CPMAS de13C utilizando la secuencia de pulsos detallada en la secci�on 3.6y con los
par�ametros especi�cados en la secci�on A.2.1.

Los corrimientos qu��micos de13C para SAC, las FQs y los sacarinatos de FQs se
muestran en la Tabla 8.1 y la numeraci�on est�a de acuerdo con la�gura 6.2.

Para asignar los corrimientos qu��micos de SAC, comparamos el espectro en estado
s�olido (ver �gura 8.1) con el espectro en soluci�on que se muestraen la referencia [70].
Tuvimos en cuenta adem�as, el espectro de NQS que se muestra en la �gura 8.1. Para cada
una de las muestras de la serie, el proceso de asignaci�on de las se~nales de13C se realizo
en forma similar.

La asignaci�on de las se~nales de resonancia para los espectros de CPMAS de13C de los
compuestos farmac�euticos puros se realiz�o de la siguiente manera. Para los espectros de
CIP (�gura 8.2) y NOR (�gura 8.3) se utilizaron las asignacionesobtenidas anteriormente
(Secci�on 7.1). En el caso de ENR y OFL, se tuvieron en cuenta los resultados de los
espectros de NQS y se compararon los espectros con los de CIP y NOR. Para corroborar
las asignaciones en estos casos se utilizaron simulaciones de espectros en soluci�on obtenidos
mediante un software comercial (ACD Labs). Las asignaciones para los espectros de13C
de los sacarinatos se realizaron comparando con los espectros de los f�armacos puros y la
sacarina.

Los espectros de13C de los sacarinatos muestran l��neas angostas, lo cual indica unalto
grado de cristalinidad, aspecto con�rmado por los resultados obtenidos mediante DRXP,
como veremos m�as adelante.

A continuaci�on analizaremos por separado cada uno de las sustancias y luego su cor-
respondiente sacarinato.

Sacarina

En la �gura 8.1 se presentan los espectros de CPMAS de13C de la sacarina. Los car-
bonos no cuaternarios de SAC (C(24), C(27) y C(25), C(26)) se encuentran superpuestos
a 122.4 ppm y 135.6 ppm respectivamente. Sin embargo, en la mayor��a de los sacarinatos
estas se~nales aparecen bien resueltas y con gran intensidad. Esto puede ser debido a la
gran cristalinidad y orden que muestran estos compuestos. Adem�as,en todas las FQ-SACs
se observa un corrimiento a ppm m�as altos del carbono C(29) tras la formaci�on de la sal
(tabla 8.1).
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Tabla 8.1: Corrimientos qu��micos de 13C (en ppm) obtenidos de los espectros de CPMAS de SAC, las FQs y las FQ-SACs.

13C SAC CIP SAC-CIP NOR NOR-SAC OFL OFL-SAC ENR ENR-SAC
4 - 173.2 174.8 174.0 172.5 176.5 175.0 175.3 174.7 173.8 173.9

171.1 166.5 164.2
3a - 173.2 Idem 4 167.1 167.4 166.1 166.4 163.5 165.7
6 - 152.8 149.2 151.4 152.7 155.0 154.6 160.2 156.9 157.7 154.5 156.5 153.0 155.4 151.8

154.7 156.4 151.5 151.1
2 - 143.0 146.6 149.5 149.1 146.3 146.7 146.0 147.6
7 - 141.5 144.4 143.0 147.1 144.8 133.0 133.5 146.7 143.3
9 - 138.0 138.7 138.0 136.9 136.6 124.7 124.5 138.8 138.4

10 - 123.3 119.8 117.2 105.4 120.0 117.7 122.1 119.4 115.2 118.2
3 - Idem 10 Idem 10 108.6 106.1 106.9 105.6 105.4 104.8
5 - 115.3 111.7 110.2 109.4 104.1 103.3 108.0 110.7
8 - 106.2 108.0 105.4 106.0 104.1 144.3 145.4 104.5 106.0

12,13 - 45.6 42.6 46.2 42.5 46.1 45.4 Idem 1a Idem 1a Idem 14a Idem 14a
15,16 43.3

1a - 35.4 36.0 36.6 51.4 49.0 55.7 55.3 54.6 36.0 37.8
53.7

1b - 7.5 11.0 7.6 15.0 14.1 68.6 69.3 67.7 8.8 7.8 8.6
1c - Idem 1b Idem 1b - - 20.0 20.4 19.5 Idem 1b Idem 1b

14a - - - - - 47.3 43.4 53.1 52.8 50.9
49.5 45.8

14b - - - - - - - 14.5 10.3
29 164.0 - Idem 4 - 173.0 - 172.8 - 173.4
23 138.8 - 135.5 132.6 - 142.1 - 140.0 - 141.7

25,26 135.7 - 134.3 132.6 134.6 - 133.2 - 133.5 130.8 - 133.8
132.4

28 126.6 - - - 130.3 - 130.8 - 130.9
24,27 120.2 - 125.0 123.7 122.7 - 121.6 - 124.5 119.4 - 122.0 119.7

121.6 120.3
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Es de destacar que, la se~nal perteneciente al carbono C(28) desacarina al formar los
sacarinatos se corre mucho de su posici�on original, lo que hace dif��cil la individualizaci�on
de �esta se~nal particularmente en SAC-CIP.

Figura 8.1: (a)Espectro de CPMAS de13C de SAC y (b) Espectro de Supresi�on No Cuaternaria
de SAC.

Sacarinato de Cipro
oxacina (SAC-CIP)

En la �gura 8.2 podemos observar los espectros de CPMAS de13C junto con los
espectros de edici�on de carbonos cuaternarios obtenidos con la secuencia de NQS para
CIP y su sacarinato (SAC-CIP).

Como rasgos distintivos podemos se~nalar que la resonancia correspondiente al carbono
C(3) se corre a ppm m�as alto respecto del valor del corrimientoqu��mico en soluci�on, de
109.5 ppm a 123.3 ppm. Como consecuencia de esto, las se~nales correspondientes a C(3)
y C(10) se acercan en el espectro de CPMAS y se hace dif��cil la asignaci�on de las mismas.

Si analizamos el espectro de CPMAS de13C de SAC-CIP (�gura 8.2 (b)), podemos ver
una multiplicidad que no se observa en CIP o SAC, es por este motivo que las asignaciones
se realizaron por grupos de se~nales. El doblete que se observa para la se~nal correspondiente
al carbono C(6) y la resonancia ancha para C(7) est�an ocasionados por el acople con el
n�ucleo de 19F. La multiplicidad observada para el doblete correspondiente a C(6) nos
permite a�rmar que hay m�as de una mol�ecula en la celda unidad asim�etrica.

El espectro de SAC-CIP y su correspondiente espectro de NQS se muestra en la �gura
8.2 (c) y (d). El sacarinato presenta l��neas m�as angostas que CIP, mostrando el alto grado
de cristalinidad y orden presente en este compuesto. Estos resultados est�an de acuerdo
con los datos obtenidos mediante DRXP, como veremos en la secci�on 8.1.2.

Asimismo, del an�alisis de la Fig. 8.2 podemos determinar que el espectro de SAC-CIP
no es la suma de la 
uoroquinolona y la sacarina. Este hecho no es de menor importancia
ya que demuestra que CIP y SAC reaccionan para formar la sal correspondiente. Esta
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Figura 8.2: Espectros de CPMAS de13C de: (a) CIP, (b) SAC-CIP. Espectro de Supresi�on No
Cuaternaria de: (c) CIP y (d) SAC-CIP.

conclusi�on se basa en la presencia de nuevas se~nales a 163.9 ppm y105.0 ppm en el
sacarinato que no se observan en ninguno de los compuestos que lo originan.

Adem�as, no se observan residuos de los precursores. Podemos realizar esta a�rmaci�on
observando las resonancias que se encuentran a 173.0 ppm en CIP ya 164.4 ppm en SAC
que no se observan en SAC-CIP. La relaci�on se~nal-ruido del espectro de CPMAS de13C
nos permite determinar que si hay alg�un residuo, ya sea del f�armaco puro o de la sacarina,
�este es menor al 4 %. de esta manera podemos a�rmar que todas lasmol�eculas de SAC
reaccionaron con las de CIP para formar el sacarinato SAC-CIP.

Notemos tambi�en que las resonancias pertenecientes a los carbonos C(3a) y C(4) en
CIP, se separan en SAC-CIP. La posici�on de C(3a) a 163.9 ppm en SAC-CIP indica que
el grupo COOH no est�a cargado negativamente. Los corrimientos de las se~nales C(3) y
C(10) en el sacarinato se observan claramente en el espectro de NQS. Estos corrimientos
pueden deberse a cambios en las interacciones� -� que involucran a estos carbonos (ver
cap��tulo 9).

Sacarinato de Nor
oxacina (SAC-NOR)

Los espectros de CPMAS de13C y NQS de NOR y de su sacarinato se muestran en la
�gura 8.3. Con respecto a NOR, es remarcable el hecho de que si comparamos el obtenido
en estos experimentos con el obtenido para el compuesto farmac�eutico puro en la Secci�on
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7.1 donde estudiamos los complejos con aluminio, se puede ver que este espectro actual
no muestra la misma multiplicidad en las se~nales (Tabla 8.1). En particular, NOR puede
encontrarse en diferentes formas hidratadas: dihidrato, sesquihidrato y anhidra [71]. De
esta manera, las diferencias en la multiplicidad de las l��neas de resonancia entre ambos
espectros puede atribuirse a diferencias en el grado de hidrataci�on de la materia prima
(NOR) utilizada para la s��ntesis de los complejos con aluminio y la utilizada para la
s��ntesis de los sacarinatos.

Figura 8.3: Espectros de CPMAS de13C de: (a) NOR, (b) SAC-NOR. Espectro de Supresi�on
No Cuaternaria de: (c) NOR y (d) SAC-NOR.

Podemos ver que tanto NOR como su sacarinato muestran un alto grado de cristalin-
idad y se con�rma por los resultados obtenidos por DRXP (ver secci�on 8.1.2). Nuevamente,
estamos interesados en ver si el f�armaco y la sacarina reaccionan para formar de la sal
correspondiente. La multiplicidad de las se~nales de los13C del anillo piperazina (C(12),
C(13), C(15) y C(16)) en SAC-NOR indica que el producto �nal noes la mezcla f��sica de
SAC y NOR. Tambi�en, podemos observar que en el sacarinato no se encuentran residuos
de sus precursores. Por ejemplo, podemos observar que las se~nales a 176.5 ppm de NOR y
a 164.0 ppm de SAC desaparecen en SAC-NOR. La parte de la mol�ecula de NOR involu-
crada en la formaci�on de la sal muestra modi�caciones en el espectro de SAC-NOR, en
especial los carbonos pertenecientes al anillo piperazina,que se encuentran mejor resueltos
y presentan l��neas m�as angostas.
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Sacarinato de O
oxacina (SAC-OFL)

Los resultados obtenidos de los experimentos de CPMAS de13C y NQS para OFL y
su sacarinato se muestran en la �gura 8.4.

Figura 8.4: Espectros de CPMAS de13C de: (a) OFL, (b) SAC-OFL. Espectro de Supresi�on
No Cuaternaria de: (c) OFL y (d) SAC-OFL.

En el espectro de CPMAS de13C se aprecia, al igual que para las otras FQs, grupos
de se~nales: un grupo por encima de 100 ppm y otro por debajo de 60ppm.

De la multiplicidad de las se~nales que se encuentran por debajo de 60 ppm en el
espectro del sacarinato podemos a�rmar que el producto �nal noes la mezcla f��sica (o la
suma) de sus componentes (SAC y OFL). Adem�as, la ausencia de los precursores puede
ser determinada por las ausencias de las resonancias a 122.3 ppmde OFL y 164.0 de SAC.

La parte de la mol�ecula que interviene en la formaci�on de SAC-OFL, el anillo pipera-
zina y el carbono C(14a), muestra modi�caciones en el espectrodel sacarinato comparado
con el espectro del f�armaco puro. La multiplicidad de las se~nales correspondientes a C(1b)
y C(1c) evidencian la existencia de m�as de una mol�ecula por celda asim�etrica en SAC-
OFL.

Sacarinato de Enro
oxacina (SAC-ENR)

Los espectros de CPMAS de13C y NQS de ENR y su sacarinato se muestran en la
�gura 8.5. Como en los compuestos anteriores, en este caso tambi�en es evidente el grado
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de cristalinidad de los compuestos. Como se observ�o para OFL, la multiplicidad en las
se~nales por debajo de 70 ppm indica que el sacarinato no es la suma de sus precursores.
Podemos determinar que no hay residuos de SAC o ENR observando las se~nales que se
encuentran a 14.6 ppm en ENR y a 128 ppm en SAC que desaparecen conla formaci�on
de la sal.

Como ocurre para NOR y OFL, ENR tambi�en muestra modi�caciones en las se~nales
de los carbonos que participan en la formaci�on del sacarinato (el anillo piperazina, C(14a)
y C(14b)). Estas se~nales presentan desdoblamientos y corrimientos. Una particularidad de
este sacarinatos es que la se~nal correspondiente al carbono C(3a) muestra un corrimiento
a ppm m�as alto luego de la formaci�on de la sal. Este hecho se debea un cambio en la
interacci�on puente hidr�ogeno que involucra al grupo carboxilo, como se deduce de los
experimentos de IR (Secci�on IR).

Figura 8.5: Espectros de CPMAS de13C de: (a) ENR, (b) SAC-ENR. Espectro de Supresi�on
No Cuaternaria de: (c) ENR y (d) SAC-ENR.

Adem�as, se aprecia claramente un corrimiento a ppm m�as altos del carbonilo C(29)
luego de la formaci�on de la sal en todas las FQ-SACs (ver tabla8.1), excepto en SAC-
CIP, donde el C(29) aparece como un multiplete junto a las se~nales C(4) y C(3a). La se~nal
perteneciente al carbono C(28) se corre mucho de su posici�on original, este hecho hace
dif��cil la individualizaci�on de esta se~nal (C(29)) en SAC-CIP. El corrimiento de C(29) en
las FQ-SACs puede ser atribuido a la formaci�on de la sal, de acuerdo a los resultados
obtenidos por IR (Secci�on 8.1.4)
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Figura 8.6: Patrones de difracci�on de rayos X de polvo de (a) OFL, (b) SAC-OFL, (c) ENR
y (d) SAC-ENR.

8.1.2. Difracci�on de Rayos-X de Polvo

A �n de complementar los resultados previamente descriptos, se efectuaron experi-
mentos de DRXP ([47],[72]).

En particular, pueden observarse nuevas re
exiones, asi como laausencia de las re-

exiones caracter��sticas de SAC y las FQs en las FQ-SACs, en cantidades detectables por
esta t�ecnica. En la �gura 8.6 se muestran los resultados obtenidos de DRXP para OFL,
ENR y sus correspondientes sacarinatos. Los resultados obtenidosde los experimentos
de DRXP concuerdan con lo observado por RMN de estado s�olido. Una discusi�on m�as
detallada de los datos obtenidos por DRXP se encuentra en la referencia [47].

8.1.3. M�etodos T�ermicos de An�alisis

El comportamiento t�ermico de los FQ-SACs fue estudiado mediante TGA y DSC
[47],[72], en el rango de temperatura de 25-500oC. Los termogramas para OFL, ENR y
sus respectivos sacarinatos se muestran en las �guras 8.7. Analicemos el caso de SAC-
CIP. SAC-CIP muestra un comportamiento diferente al de sus precursores. No se observa
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p�erdida de masa cuando el compuesto SAC-CIP se calienta de 25oC hasta su fusi�on
indicando la naturaleza anhidra del compuesto as�� tambi�encomo la ausencia de SAC sin
reaccionar, resultado que concuerda con lo observado por DRXP ypor RMN de estado
s�olido. Comportamientos similares se observaron para el resto de los sacarinatos.

Figura 8.7: Curvas de DSC y TG para (a) DSC para OFL (violeta), SAC-OFL (li la) y SAC
(negro), (b) TG para OFL (violeta), SAC-OFL (lila) y SAC (neg ro), (c) DSC para ENR (verde
oscuro), SAC-ENR (verde claro) y SAC (negro) y (d) TG para ENR (verde oscuro), SAC-ENR
(verde claro) y SAC (negro).

8.1.4. Espectroscop��a Infrarroja con Transformada de Fourie r
(FTIR)

Las se~nales m�as caracter��sticas de los espectros de FTIR de las FQ-SACs se muestran
en la Tabla 8.2. La interacci�on entre SAC y cada una de las FQsse evidencia a partir de
las bandas correspondientes al estiramiento N(21)-H y C(29){Osituadas a 3094 cm� 1 y
1719 cm� 1. La ausencia de la banda de N(21)-H y el corrimiento batocr�omico de C(29){O
con�rman la formaci�on de la sal por transferencia del prot�onde la amida de SAC a la FQ.
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Figura 8.8: Espectro de FTIR de SAC.

Estos resultados est�an de acuerdo con estudios previamente publicados para compuestos
similares [68].

Figura 8.9: Espectros de FTIR de: (a) OFL, (b) SAC-OFL, (c) ENR y (d) SAC-ENR .
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Figura 8.10: Espectros de FTIR de: (a) CIP, (b) SAC-CIP, (c) NOR y (d) SAC-NOR .

Tabla 8.2: Datos de FTIR para las FQs, SAC y las FQ-SACs.np, no presenta.� en la sal s�odica

Grupo SAC CIP SAC- NOR SAC- OFL SAC- ENR SAC-
CIP NOR OFL ENR

� C-H Ole�nicos - 3046 3027 3048 3038 3044 3044 3034 3022
y arom�aticos
� C(3)=OOH - np 1734 1732 1732 1716 1706 1736 1720
� C(4)=O ceto - 1627 1630 1625 1625 1620 1624 1627 1629
�t C(29)=ONH 1725 - - - - - - - -
�t C(29)=ON � 1647� 1666 - 1711 - 1706 - 1720 -
�f CON(21)=H 3039 - - - - - - - -
� sym S(22)=O 1180 - 1148 - 1153 - 1149 - 1155
� sym S(22)=O 1338 - 1338 - 1270 - 1282 - 1341

La diferencia en las interacciones de puente hidr�ogeno de las FQ-SACs y los reactantes
cristalinos (SAC y FQs), llevan a cambios signi�cativos en los espectros de FTIR, como
se muestra en la �gura 8.9. Comparando los espectros de SAC (Figura 8.8) y FQ-SACs
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Figura 8.11: Espectro de Correlaci�on Heteronuclear 1H-13C de SAC.

podemos ver un corrimiento batocr�omico del pico de S(22){Oque relaciona la interacci�on
puente hidr�ogeno en sus estructuras cristalinas.

8.2. Espectroscop��a de Correlaci�on en Estado S�olido

Los espectros de correlaci�on heteronuclear1H-13C en estado s�olido fueron realizados
con el objetivo de obtener espectros de alta resoluci�on de1H y adem�as para lograr una
correcta asignaci�on de determinadas se~nales en los espectros de CPMAS de13C tanto de
las FQs como de las FQ-SACs. Para realizar estos experimentos utilizamos la secuencia
de pulsos que se muestra en la �gura 4.1 con los par�ametros especi�cados en la secci�on
A.2.7.

En las proyecciones de los espectros de13C no se observan todas las se~nales que es
posible observar en un espectro de CPMAS de13C convencional. Esto se debe al tiempo
de contacto corto que se utiliza en este experimento. Esto hace que s�olo los carbonos que
poseen1H directamente ligados sean observados.

En general, en los compuestos estudiados, todos los espectros bidimensionales mues-
tran correlaciones claras y bien resueltas entre los carbonos y sus protones ligados o
vecinos. Estas correlaciones1H-13C permitieron realizar la asignaci�on tentativa para los
espectros de1H. La Tabla 8.3 muestra los corrimientos qu��micos de1H para SAC, las FQs
y las FQ-SACs. Estos valores fueron extra��dos de los niveles m�as altos de cada correlaci�on
en el espectro de HETCOR-FSLG bidimensional. No se han consignado los valores de los
corrimientos qu��micos para los NH+ ya que los mismos no son observados en estos experi-
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mentos. Recordemos que los1H observados con aquellos asociados a carbonos. La posici�on

Figura 8.12: Espectro de Correlaci�on Heteronuclear1H-13C de CIP (azul) y SAC-CIP (celeste).
Se indican las proyecciones y asignaciones para cada espectro bidimensional.

Figura 8.13: Espectro de Correlaci�on Heteronuclear1H-13C de NOR (rojo) y SAC-NOR (rosa).
Se indican las proyecciones y asignaciones para cada espectro bidimensional.

de los protones arom�aticos de SAC a 7.9 ppm (Figura 8.11) fuetomada como referen-



8.2. Espectroscop��a de Correlaci�on en Estado S�olido 99

cia para todos los espectros de1H [70]. El error en la determinaci�on de los corrimientos
qu��micos de 1H es 0.5 ppm. En la �gura 8.12 se muestran los espectros de correlaci�on
bidimensional (1H-13C) junto con sus proyecciones para CIP (azul) y SAC-CIP (celeste).

El entorno polar del anillo piperazina en la CIP zwitteri�onica no es signi�cativamente
afectado luego de la formaci�on de la sal. Esto est�a avalado porlos cambios menores
observados en las posiciones de estos protones en el espectro de SAC-CIP.

Los espectros de correlaci�on heteronuclear para NOR y su sacarinato se muestra en la
�gura 8.13.

En el caso de NOR y su sacarinato, como as�� tambi�en en OFL, SAC-OFL, ENR
y SAC-ENR, el prot�on del grupo carboxilato (H3a) aparece en los espectros de1H de
estado s�olido. Las correlaciones asociadas a este prot�on nos permitieron la asignaci�on de
las se~nales de los carbonos C(3a) en los espectros de CPMAS de13C de los sacarinatos

uoroquinol�onicos.

Tabla 8.3: Corrimiento Qu��mico de 1H (en ppm) para SAC, las FQs y los FQ-SACs, tomados
directamente de los espectros de correlaci�on1H-13C bidimensionales.

1H SAC CIP CIP- NOR NOR- OFL OFL- ENR ENR-
SAC SAC SAC SAC

25,26 7.9 - 7.7 7.5 - 6.3 - 10.9 10.0 - 7.2 6.8
24,27

3a - - 13.7 14.5 14.7 15.4 16.6 12.7 13.8
2 - 8.5 7.2 7.3 8.7 10.3 11.3 6.2 7.9
5 - 9.5 7.7 5.8 6.6 8.5 9.2 6.1 7.0
8 - 7.3 7.0 6.2 2.1 3.6 5.1 - - 5.7 7.0

12,13 - 4.4 4.3 4.2 2.4 3.5 3.7 6.2 6.3 1.9 4.3 3.8
15,16 4.0 4.2

1a - 4.9 2.7 3.1 3.6 6.2 6.3 2.4 3.6
1b - 1.7 1.4 1.1 1.7 6.1 6.9 0.9 2.0
1c - 1.7 1.4 - - 3.7 4.7 0.9 2.0

14a - - - - - 4.9 6.2 1.9 4.3 3.8
14b - - - - - - - 0.9 2.3

En las �guras 8.14 y 8.15 se muestran los espectros de correlaci�on de OFL y su sacarinato
y ENR y su sacarinato respectivamente.

Se puede observar que los protones de los anillos arom�aticos(H(2), H(5) y H(8)) mues-
tran corrimientos en todas las FQ-SACs, sugiriendo la aparici�on de nuevas interacciones.
Un comportamiento similar fue observado por otros grupos de investigaci�on y atribuidos
a cambios en las interacciones puente hidr�ogenos [73].

Observando la Tabla 8.3, podemos ver cambios generales en losespectros de1H, com-
parando las FQs con sus correspondientes FQ-SACs. En general, en los espectros de las
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Figura 8.14: Espectro de Correlaci�on Heteronuclear 1H-13C de OFL (violeta) y SAC-OFL
(lila). Se indican las proyecciones y asignaciones para cada espectro bidimensional.

Figura 8.15: Espectro de Correlaci�on Heteronuclear 1H-13C de ENR (verde oscuro) y SAC-
ENR (verde claro). Se indican las proyecciones y asignaciones para cada espectro bidimensional.

FQ-SACs las se~nales de los protones del anillo piperazina est�an corridas a ppm m�as altos
(1-2 ppm) con respecto a sus posiciones en los espectros de1H de las FQs puras.
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8.3. Estudio del Car�acter Zwitteri�onico de CIP

Un zwitteri�on (del alem�an zwitter h��brido, hermafrodita ) es un compuesto qu��mico que
es el�ectricamente neutro pero que tiene cargas formales positivas y negativas sobre �atomos
diferentes. Los zwitteriones son especies polares y usualmentepresentan solubilidad alta
en agua y baja en disolventes org�anicos de car�acter apolar.

Del an�alisis del espectro de13C en estado s�olido de CIP podemos ver que las se~nales
de los carbonos C(4) y C(3a) aparecen superpuestas en la misma posici�on de resonancia
a 173.0 ppm. Este hecho marca una diferencia entre esta FQ y las otras estudiadas en
este trabajo de tesis, ya que en las mismas las se~nales de C(4) y C(3a) aparecen como
se~nales individuales bien resueltas. Esto indica que CIP es un compuesto zwitteri�onico
[61],[62],[74]. El car�acter zwitteri�onico de CIP tambi�en se pudo con�rmar mediante los
resultados obtenidos por FTIR.

La banda de absorci�on IR del grupo C(3a){OOH est�a presente en todos las FQ-SACs
y las FQs a frecuencias similares a la de otras sales de estas FQs, excepto para CIP, en
cuyo caso la banda C(3a){OOH est�a ausente. Sin embargo, la interacci�on con SAC hace
visible la banda C(3a){OOH en SAC-CIP. Este comportamiento esesperado si CIP es un
zwitteri�on y es convertido a la forma cati�onica por transferencia prot�onica desde SAC.
El car�acter zwitteri�onico de CIP es m�as dominante que loszwitteriones de las otras FQs,
pero las razones de este fen�omeno a�un no est�an explicadas y requieren mayor estudio.

Una de las regiones m�as interesantes de analizar en CIP es la del anillo piperazina,
ya que deber��a ser uno de los m�as activos al momento de la formaci�on de la sal. Si
observamos las se~nales que corresponden a este grupo (C(12), C(13), C(15) y C(16)) vemos
que no sufren modi�caciones signi�cativas luego de la formaci�on del sacarinato. Esto puede
entenderse bas�andonos en el car�acter zwitteri�onico de CIP, que lleva a tener un N(14)
cargado positivamente. Recordemos que el sacarinato se forma mediante una transferencia
prot�onica de la amida de SAC a CIP, de esta manera, cuando el sacarinato est�a formado, el
N(14) queda cargado positivamente, es por esto que no observamosgrandes modi�caciones
en esta parte del espectro.

El car�acter zwitteri�onico de CIP hace que el prot�on perteneciente al grupo carboxilo
no est�e presente en el espectro de1H. Claramente podemos observar que esta se~nal no se
encuentra en el espectro bidimensional de CIP, como se esperaba.Podemos ver tambi�en,
que en el espectro 2D del sacarinato de CIP la se~nal del prot�on del grupo carboxilo
est�a presente (Figura 8.12) con�rmando que el car�acter zwitteri�onico de CIP es revertido
con la formaci�on de la sal.

8.4. Discusi�on y conclusiones

Varias conclusiones pueden extraerse de los experimentos realizados en la serie de
sacarinatos 
uoroquinol�onicos. Por un lado, se con�rm�o la utilidad de SAC como un
agente formador de sales. Los nuevos derivados Fluoroquinol�onicos fueron obtenidos por
m�etodos de s��ntesis que no requieren solventes, lo cual es importante desde el punto de
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vista del proceso de desarrollo y qu��mica verde. Adem�as, la seriede productos mostraron
mejores propiedades con respecto a la solubilidad en agua. Basado en el sabor dulce y la
solubilidad en agua m�as alta de estos compuestos, las FQ-SACs podr��an ser una buena
manera para mejorar las propiedades desfavorables asociadascon las FQs.

Los sacarinatos fueron adecuadamente caracterizados en estado s�olido. Del an�alisis de
los resultados de DRXP se puede concluir que las FQ-SACs son s�olidos cristalinos, hecho
tambi�en con�rmado por los resultados obtenidos por los espectros de RMN de estado
s�olido. La presencia de nuevas re
ecciones en los patrones deDRXP y nuevas resonancias
en los espectros de CPMAS de13C indican la formaci�on de nuevos compuestos, diferentes
a sus precursores. Este hecho tambi�en puede observarse de los puntos de fusi�on de las
FQ-SACs. Los experimentos de TGA dan evidencia acerca de la ausencia de SAC sin
reaccionar, asi como de su naturaleza anhidra.

Los espectros de FTIR muestran una composici�on multicomponente de las FQ-SACs.
Por otro lado, estos espectros dan clara evidencia de la formaci�on de la sal por transferencia
prot�onica de la amida SAC a las FQs.

Los espectros 1D y 2D obtenidos por RMN de las FQ-SACs muestran claros cam-
bios en la multiplicidad y corrimientos qu��micos en las resonancias de las regiones de las
Fluoroquinolonas cercanas a la zona de ligadura con la SAC.

A excepci�on de CIP, que muestra un comportamiento diferenteal de las otras FQs,
pero de esto ya nos ocuparemos con m�as detalle en el siguiente cap��tulo.

De los espectros de FTIR y los espectros de RMN podemos determinar que el car�acter
zwitteri�onico de CIP es revertido luego de la formaci�on dela sal.



Cap��tulo 9

Polimor�smo en SAC-CIP

Como mencionamos en la secci�on 6.1.2, a partir de una soluci�on diluida y con un
enfriamiento gradual se obtuvieron monocristales de SAC-CIP. En la �gura 9.1 se exhibe
una foto de un agregado de monocristales representativo del compuesto SAC-CIP (II).

Este hecho fue muy importante ya que permiti�o estudiar el polimor�smo de SAC-CIP.
En este cap��tulo vamos a llamar SAC-CIP (I), al sacarinato policristalino estudiado en el
cap��tulo anterior y SAC-CIP (II) al sacarinato de CIP obtenido como monocristal.

Figura 9.1: Microfotograf��a de cristales de SAC-CIP (II).
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9.1. An�alisis Espectral de los Polimorfos

9.1.1. An�alisis de Espectros de CPMAS de 13C

Los espectros de13C de SAC-CIP (I) y SAC-CIP (II) se muestran en la �gura 9.2 y
sus corrimientos qu��micos se detallan en la tabla 9.1.

Figura 9.2: Espectro de CPMAS de13C de (a) CIP, (b) SAC-CIP (I) y (c) SAC-CIP (II).

Para un an�alisis m�as detallado, realizamos tambi�en experimentos de edici�on de car-
bonos cuaternarios que se muestran en la �gura 9.3. Los espectros de CPMAS de13C se
asignaron como ya mencionamos anteriormente en la secci�on 8.1.1.

Con respecto a los espectros de SAC-CIP (I y II), ambos muestran l��neas angostas,
demostrando el grado de cristalinidad y orden presente en estas muestras. El espectro
de 13C de SAC-CIP (II) con�rma lo que muestran los datos cristalogr�a�cos, que indican
la existencia de s�olo una mol�ecula por celda asim�etrica, a diferencia de lo que ocurre
en SAC-CIP (I), donde se observan multiplicidades para las se~nales de13C indicando la
presencia de m�as de una mol�ecula por celda unidad, lo que introduce la mayor evidencia
del polimor�smo en SAC-CIP.

En el cap��tulo anterior mostramos que CIP existe en estado s�olido como zwitteri�on,
lo que lleva a que el N(14) est�e cargado positivamente. Comparando los espectros de
13C de CIP y de las dos formas s�olidas de su sacarinato, no se observanmodi�caciones
apreciables en las se~nales correspondientes a los13C pertenecientes al anillo piperazina
de CIP (C(12), C(13), C(15) y C(16)). Esto est�a de acuerdo con el hecho de que, si
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Figura 9.3: Espectro de13C NQS de (a) CIP, (b) SAC-CIP (I) y (c) SAC-CIP (II).

bien el N(14) est�a cargado positivamente en CIP, tambi�en lo est�a en los sacarinatos.
Podemos notar que las resonancias pertenecientes a los carbonos C(4) y C(3a), que en
CIP aparecen superpuestos a 173.2 ppm, se separan en ambos sacarinatos. La posici�on
de C(3a) a 164.0 ppm en SAC-CIP (II) indica que el grupo COOH noest�a cargado
negativamente. Se observa en la �gura 9.2 un corrimiento importante a ppm m�as bajos
sufrido por C(3) y C(10) en ambos polimorfos de SAC-CIP, originalmente a 123.3-119,8 en
el f�armaco puro. Las se~nales correspondientes a C(24) y C(27) en la mol�ecula de sacarina
aparecen resueltos y con gran intensidad en SAC-CIP (II). Lo mismo puede observarse
para C(25) y C(26). Esto puede deberse a la pureza del sacarinato. En la sacarina pura,
las mol�eculas presentan una interacci�on puente hidr�ogeno entre ellas. Esta interacci�on
puente hidr�ogeno homomolecular, pasa a ser heteromolecularluego de la formaci�on del
sacarinato. Esto signi�ca que la interacci�on puente hidr�ogeno es ahora entre la mol�ecula
de SAC y la mol�ecula de CIP. Esto produce un corrimiento del carbonilo C(29), que en
SAC aparece a 164.0 ppm e en los sacarinatos se observa ppm m�as altos.

La se~nal correspondiente a C(28) es dif��cil de asignar ya que seencuentra superpues-
ta con las resonancias de C(3) y C(10). Podemos observar que el comportamiento de las
se~nales de resonancia que presenta SAC-CIP (I), tambi�en puede ser apreciado en SAC-CIP
(II), por ejemplo, los corrimientos de C(3), C(10), C(28) y C(29). De esta manera, los re-
sultados obtenidos por RMN est�an indicando alg�un grado de similitud en las interacciones
moleculares en ambos polimorfos.
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Tabla 9.1: Corrimiento Qu��mico de 13C (en ppm) para SAC-CIP (I) y SAC-CIP (II).

13C SAC-CIP (I) SAC-CIP (II)
C(4) 174.9 174.1 172.5 170.9 173.8

170.3 168.8 166.2 164.2
C(3a) Idem 4 164.0
C(6) 151.4 152.8 154.7 156.4 146.2
C(2) 146.6 145.4 146.2
C(7) 144.4 143.0 146.2 144.2
C(9) 138.0 138.9 138.8

C(3),C(10) 116.7 105.4 117.6 118.5 116.4 104.8
C(5) 111.7 108.2 104.8
C(8) 107.6 Idem 5

C(12),C(13) 46.2 42.5 46.5 42.4
C(15),C(16)

C(1a) 35.9 36.7 35.5
C(1b),C(1c) 11.0 7.6 7.3

C(29) Idem 4 170.9
C(23) 134.6 132.5 135.2

C(25),C(26) 135.3 133.7 134.6 132.5 132.2
C(28) Idem 3,10 Idem 3,10

C(24),C(27) 125.0 123.8 122.8 121.7 120.4 124.9 122.6

9.1.2. Espectros de RMN de alta resoluci�on de 1H en estado
s�olido

Continuando con el an�alisis espectrosc�opico de los polimorfos de SAC-CIP, se re-
alizaron espectros de alta resoluci�on de1H. Cuando analizamos los espectros de1H en
estado s�olido, encontramos que el efecto de incrementar la velocidad de rotaci�on � R es
muy importante. Claramente podemos ver que al aumentar� R disminuimos el ancho de
las l��neas de resonancia. En la �gura 9.4 mostramos el efecto que provoca el aumento de
la velocidad de rotaci�on en el espectro de MAS de1H.

Algunas se~nales de resonancia, en particular aquellas que se encuentran a frecuencias
altas, aparecen resueltas s�olo a 60 kHz. Esto hecho deja clara la importancia de usar
velocidades de rotaci�on bien altas en los espectros de estados�olido de compuestos de
inter�es farmac�eutico, donde la interacci�on dipolar de protones es realmente fuerte. La
tabla 9.2 muestra el corrimiento qu��mico de1H para los espectros de RMN de estado
s�olidos para los tres compuestos, CIP, SAC-CIP (I) y SAC-CIP (II).

Las asignaciones tentativas las realizamos teniendo en cuenta los resultados obtenidos
de los experimentos de correlaci�on heteronuclear1H-13C (Secci�on 9.2.1), los experimentos
de correlaci�on homonuclear1H-1H y los espectros de protones en soluci�on [47]. Los pro-
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Figura 9.4: Espectros de alta resoluci�on1H a diferentes velocidades de MAS.

Tabla 9.2: Corrimiento Qu��mico de 1H (en ppm) para CIP, SAC-CIP (I) y SAC-CIP (II).

1H CIP CIP-SAC (I) CIP-SAC (II)
H(1a) 1.4 3.3 3.3
H(1c) -2.2 -2.2 1.1 1.1
H(1b) -0.3 -0.2 0.3 2.2 1.9

H(12),H(13) 3.3 3.3 3.3
H(15),H(16)

H(2) 6.0-7.3 6.6 6.6
H(8) 6.0-7.3 6.0 6.0
H(5) 6.0-7.3 7.2 7.2
NH 15.0 11.1 11.4

COOH - 13.1 14.3 13.0
H(25),H(26) - 7.7 7.7
H(24),H(27)

tones arom�aticos (H(2), H(5) y H(8)) aparecen sin resolver en CIP, como podemos ver en
el espectro obtenido para este compuesto en la �gura 9.5 (a). Lasse~nales de los grupos
metilenos (H(1b) y H(1c)) est�an resueltas y a ppm negativos. Los valores negativos de co-
rrimientos qu��micos pueden atribuirse a fuertes interacciones de los grupos metilenos con
protones arom�aticos [75]. Debido al car�acter zwitteri�onico de CIP la resonancia presente
a 15 ppm es asignada a los protones NH(14)2

+ . Esta se~nal s�olo aparece a altas veloci-



108 9. Polimor�smo en SAC-CIP

dades de rotaci�on (60 kHz. ver �gura 9.4 (c)) debido a la gran resoluci�on que se obtiene
al rotar a velocidades de MAS muy altas. Es importante tener en cuenta que las se~nales
correspondientes a protones ligados a nitr�ogenos pueden sermuy anchas debido al acople
dipolar residual [76]. Estas resonancias comienzan a angostarsecuando se aumenta le ve-
locidad de rotaci�on. Usualmente la se~nal de estos protones en los espectros en soluci�on no
est�a presente debido al r�apido intercambio de los mismos.

En el espectro de protones en estado s�olido de SAC-CIP (I) (�gura 9.5 (b)) podemos
observar tres se~nales en el rango 10 ppm-15 ppm, dos de ellas corresponden al prot�on
del grupo carboxilo, una clara evidencia de la existencia de al menos dos mol�eculas por
celda asim�etrica en este polimorfo. Esta asignaci�on se sustenta en los resultados de los
experimentos bidimensionales en SAC-CIP (I) (ver secci�on 9.2.1). La se~nal m�as ancha
esta asignada a los protones NH(14)2

+ . Como ocurre en el compuesto farmac�eutico puro,
los protones del grupo metileno se encuentran bajo la presencia de corrientes de anillos
provenientes de los grupos arom�aticos, lo que lleva a resonancias a ppm negativos. Tambi�en
puede observarse multiplicidades para otras se~nales en este polimorfo, haciendo dif��cil
una asignaci�on de�nitiva de ellas, esto se ve claramente por ejemplo en los protones
pertenecientes al grupo ciclopropilo.

Figura 9.5: Espectros de RMN de alta resoluci�on de1H en estado s�olido de (a) CIP, (b)
CIP-SAC (I) y (c) CIP-SAC (II).

SAC-CIP (II) presenta menos resonancias que SAC-CIP (I) como puede observarse en
el espectro de1H que se muestra en la �gura 9.5 (c). En el rango 10 ppm-15 ppm s�olose
observan dos resonancias, una correspondiente al prot�on del grupo carboxilo y la otra a
los protones de NH(14)2+ . En este compuesto no se observan corrimientos qu��micos a ppm
negativos, indicando diferencias en la estructura cristalinacuando se lo compara con el
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otro polimorfo. Los protones arom�aticos est�an resueltos, lomismo ocurre con los protones
del grupo ciclopropilo.

Queremos remarcar que el espectro de RMN de1H a muy r�apidas velocidades de MAS
puede ser una herramienta muy importante para distinguir e identi�car entre distintas
formas polim�or�cas [77]. El corrimiento a ppm m�as bajos dela se~nal de NH(14)+ en ambos
polimorfos, es indicativo de la formaci�on de la sal. Como mencionamos anteriormente, los
protones del anillo piperazina (Pip) no sufren cambios signi�cativos con la formaci�on de
la sal debido al car�acter zwitter�onico de CIP, lo que signi�ca que el grupo carbox��lico de
CIP esta deprotonado y el �atomo de hidr�ogeno de este grupo se hamovido al nitr�ogeno
en el grupo piperazina.

Cuando se realizan experimentos a velocidades de rotaci�on muy altas, se produce un
calentamiento de la muestra. Una de las dudas surgidas a partir de la observaci�on de los
espectros de1H a diferentes velocidades de rotaci�on fue si el angostamiento de las se~nales
de resonancia se deb��a a un aumento en la movilidad molecular producto del aumento
de temperatura. Es por esto que realizamos experimentos paraobtener espectros de1H
en funci�on de la temperatura. Los resultados obtenidos se muestran en la �gura 9.6. De
estos resultados concluimos que el angostamiento de las l��neas observado en la �gura 9.4
es provocada por la velocidad de rotaci�on.

Figura 9.6: Espectros de RMN de alta resoluci�on de1H en estado s�olido a diferentes temper-
aturas.
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9.1.3. Estudio de Espectros de CPMAS de 15N

El espectro de CPMAS de15N en abundancia natural para CIP y sus sacarinatos se
muestra en la �gura 9.7. Los resultado de los experimentos de edici�on de 15N se muestran
en la �gura 9.8. CIP y sus sacarinatos contienen tres y cuatro �atomos de nitr�ogeno respec-
tivamente. Algunos de estos nitr�ogenos est�an directamente involucrados en la interacci�on
i�onica presente entre SAC y CIP.

Figura 9.7: Espectros de CPMAS de15N de (a) CIP, (b) CIP-SAC (I) y (c) CIP-SAC (II).

En el espectro de CPMAS15N de CIP pueden observarse tres se~nales de resonancia
(Figura 9.7 (a)). Las asignaciones para CIP en soluci�on fueron reportadas en un trabajo
previo [78]. Las asignaciones para CIP en estado s�olido se realizaron comparando los co-
rrimientos qu��micos con aquellos presentados en la referencia [78] y teniendo en cuenta los
resultados de los espectros de edici�on. Los corrimientos qu��micos para CIP y los polimor-
fos se muestran en la tabla 9.3. La �gura 9.7 (b) muestra el espectro de 15N de SAC-CIP
(II), cuatro resonancias pueden observarse en este caso, una de ellas correspondiente a la
sacarina (N(21), ver se~nal a -187.1 ppm). Las asignaciones se realizaron comparando con
el espectro de15N de CIP y teniendo en cuenta el espectro de edici�on de SAC-CIP(II).
El espectro para SAC-CIP (I) (Figura 9.7 (c)) fue analizado dela misma manera que el
anterior.

La se~nal correspondiente a N(14) no sufre corrimiento signi�cativo en los sacarinatos
en comparaci�on a su posici�on en el IFA puro. Esto es atribuido al car�acter zwitteri�onico
de CIP. La se~nal de15N que se observa a -317.7 ppm en CIP asignada al nitr�ogeno N(11)
muestra un peque~no corrimiento en los polimorfos, y un desdoblamiento en SAC-CIP I
(-317.7 ppm en SAC-CIP (II) y -317.7 ppm, -316.9 ppm en SAC-CIP (I)).

La resonancia correspondiente a N(1) muestra cambios en los dos sacarinatos. En CIP,
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Figura 9.8: Espectros de edici�on de15N de (a) CIP y (b) CIP-SAC (II).

su corrimiento qu��mico es -251.5 ppm y en SAC-CIP (II) se corri�o a ppm m�as alto (-232.0
ppm), mientras que en SAC-CIP (I) se desdobl�o en dos se~nales a -230.4 ppm y -232.0
ppm. El desdoblamiento observado en SAC-CIP (I) con�rma la existencia de al menos
dos mol�eculas en la celda asim�etrica. Los cambios observados en la se~nal de N(1) sugiere
que �esta es la parte de la mol�ecula m�as afectada por la formaci�on de la sal.

Tabla 9.3: Corrimiento Qu��mico de 15N (en ppm) para CIP, SAC-CIP I y SAC-CIP II.

15N CIP CIP-SAC (I ) CIP-SAC (II)
ppm ppm ppm

N(1) -251.5 -232.0 -230.4 -232.0
N(11) -317.7 -316.9 -313.7 -313.7
N(14) -342.3 -342.3 -342.3
N(21) np -186.8 -187.2

9.1.4. An�alisis de espectros de RMN de 19F

Como se puede ver en la tabla 3.1, el n�ucleo de19F es 100 % abundante. Otra ventaja
es la poca cantidad de �atomos de19F presentes en las muestras estudiadas. Es por esto que
analizar espectros de este n�ucleo puede proveernos de importante informaci�on acerca de
la conformaci�on de los compuestos. En la �gura 9.9 podemos verlos resultados obtenidos
para el f�armaco puro, SAC-CIP (I) y SAC-CIP (II). Se puede ver una l��nea de resonancia
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a -126.8 ppm presente en los tres compuestos, indicando que esta zona de la mol�ecula no
es radicalmente modi�cada por la formaci�on del sacarinato.El espectro para SAC-CIP
(I) muestra tres l��neas de resonancias (-119.8 ppm, -126.8 ppm y -129.7 ppm), indicando
la multiplicidad de mol�eculas en la celda asim�etrica.

Figura 9.9: Espectros de19F de (a) CIP, (b) CIP-SAC (I) y (c) CIP-SAC (II).

9.2. RMN bidimensional

9.2.1. Correlaci�on Heteronuclear 1H- 13C en estado s�olido

Los experimentos bidimensionales HETCOR FSLG y REPT-HSQC paraSAC-CIP
(II) fueron realizados para obtener correlaciones heteronucleares de corto y largo alcance.

HETCOR FSLG

Los experimentos de HETCOR FSLG para CIP y SAC-CIP (I) se mostraron en el
capitulo anterior. El espectro 2D que mostramos anteriormente revelaba claras y bien
resueltas correlaciones entre los carbonos y sus protones ligados.

En las proyecciones de1H de CIP, el prot�on perteneciente al grupo carboxilo no
aparece, de acuerdo con el car�acter zwitteri�onico de este compuesto. Por otro lado, el
prot�on del grupo carboxilo aparece en el espectro 1d de1H de SAC-CIP (I) y tambi�en se
lo observa en la proyecci�on de SAC-CIP (II) (ver �gura 9.10),con�rmando que el car�acter
zwitteri�onico es revertido por la formaci�on de la sal tambi�en en este polimorfo.
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Figura 9.10: Espectro de Correlaci�on Heteronuclear (HETCOR-FSLG) 1H-13C de SAC-CIP
(II).

Adem�as, en la proyecci�on de1H del experimento HETCOR FSLG en SAC-CIP (I)
pueden verse dos resonancias correspondientes al prot�on �acido con�rmando las asigna-
ciones para estas resonancias en el espectro 1d de1H de este compuesto. El entorno polar
del anillo piperazina (pip) de la CIP zwitteri�onica no es signi�cativamente afectado luego
de la formaci�on de la sal. Este hecho esta sustentado por los menores cambios observados
en las posiciones de los protones en el espectro de los sacarinatos. Adem�as, los protones
en el anillo arom�atico H(2), H(5) y H(8), muestran claros corrimientos en ambas formas
s�olidas sugiriendo la aparici�on de nuevas interacciones enlos sacarinatos. Un compor-
tamiento similar fue observados por otros grupos de investigaci�on y atribuido a cambios
en las interacciones de puente hidr�ogeno o en las interacciones� -� [73].

REPT-HSQC

Este experimento se realiz�o con la secuencia de pulsos especi�cada en la �gura 4.2.
Se realizaron experimentos con tiempos de reacople dipolarde uno y dos per��odos de
rotor, de esta manera se obtuvieron resultados que muestran correlaciones entre n�ucleos
cercanos y lejanos respectivamente. Esto nos permiti�o determinar el rango de corrimientos
qu��micos para diferentes grupos de protones en la mol�ecula. Los protones de SAC, por
ejemplo, se encuentran en el rango de 7.6 ppm a 8.0 ppm. Los protones arom�aticos se
pueden identi�car entre los 5.6 ppm y los 7.0 ppm. Adem�as, los protones arom�aticos
aparecen resueltos en la dimensi�on indirecta con una incerteza de � 0.5 ppm. Algunas
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Figura 9.11: Espectro de Correlaci�on Heteronuclear 1H-13C de SAC-CIP (II).

interacciones importantes son claramente observadas cuandose realizan dos per��odos de
rotor de reacople dipolar. Primero notemos que H(18) apareceen la dimensi�on del espectro
de 1H en la �gura 9.11 mostrando la presencia del puente hidr�ogenoentre O(18) y O(19),
que puede ser observado mediante la correlaci�on entre los carbonos C(4) y C(3a), de
acuerdo a los resultados obtenidos por DRX.

9.2.2. Correlaci�on Homonuclear en estado s�olido (DQMAS (Ba-
Ba))

La �gura 9.12(c) muestra los espectros de1H DQMAS para SAC-CIP (II) y la tabla
9.4 muestras las correspondientes correlaciones. En la dimensi�on DQ, las correlaciones
est�an presentes a la suma de las frecuencias de SQ de los dos n�ucleos involucrados. Los
picos en la diagonal (autocorrelaciones) son debidos a protones interactuantes con corri-
mientos qu��micos similares [79]. La estructura cristalina obtenida por Rayos X de cristal
est�a disponible para SAC-CIP (II), por lo tanto, este estudio ofrece la posibilidad de
comprobar la con�abilidad de los experimentos de DQMAS en1H aplicado a compuestos
farmac�euticos y en este caso particular, obtener mayor informaci�on referente al polimorfo
SAC-CIP (I). Los datos cristalogr�a�cos se muestran en la secci�on 9.4. Es importante tener
en cuenta que para un s�olido org�anico t��pico, la presencia de correlaciones en un espectro
de DQMAS en1H sugiere que la separaci�on1H-1H es menos que 3�A para tiempos cortos
de excitaci�on. Las correlaciones en estos experimentos tambi�en pueden dar informaci�on
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acerca de la presencia de interacciones i�onicas e interacciones� -� . El espectro de DQMAS

Figura 9.12: Espectro de Correlaci�on Homonuclear 1H-1H de: (a) CIP, (b) SAC-CIP (I) y (c)
SAC-CIP (II).

de 1H en SAC-CIP (II) muestra fuertes autocorrelaciones a DQ= 3.3+ 3.3 = 6.6 ppm y
a DQ= 7.5 + 7.5 = 15.0 ppm, correspondientes a las interacciones Pip-Pip y SAC-SAC
respectivamente. El corrimiento qu��mico de los protones arom�aticos se encuentra en el
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rango de 5.9 ppm-7.3 ppm, como se ve tambi�en en los experimentos de correlaci�on he-
teronuclear. Tres se~nales aparecen resueltas a 5.9 ppm, 6.6 ppm y 7.2 ppm. El espectro
de DQ de SAC-CIP (II) muestra correlaciones a DQ= 13.0 + 7.3 = 20.3 ppm entre el
prot�on perteneciente a grupo carboxilo y un prot�on arom�atico. Observando la estructura
cristalina de este compuesto, podemos concluir que el prot�on arom�atico involucrado en
esta correlaci�on es el H(5). Esto muestra evidencia de un puentehidr�ogeno entre O(18)-
H(18)...(19) llevando a la formaci�on de un anillo extra de seis miembros que incluye O(19),
C(4), C(3), C(3a), O(18)-H(18) en la estructura, con�rmando los datos de RX de cristal.

Tabla 9.4: Correlaciones homonucleares en SAC-CIP (II).

SAC-CIP (II) ! A + ! B

Correlaci�on ppm
H(1b)-H(1c) 3.0
H(1b)-H(1a) 5.2
H(1c)-H(2) 7.7
H(1a)-H(2) 9.9
H(1b)-SAC 9.6
H(5)-H(2) 13.8
SAC-H(8) 13.7
NH-H(2) 18.0
OH-H(5) 20.2
Pip-Pip 6.6

SAC-SAC 15.4

Como se observ�o por RX de cristal [80], SAC-CIP (II) forma una estructura colum-
nar que se acercan entre si con anillos intercalados pertenecientes a la unidad de CIP,
en una interacci�on t��pica � -� [81]. Este tipo de interacciones son la parte clave de las
organizaciones moleculares complejas y pueden ser observadas directamente a trav�es de
los espectros de DQ. Este hecho es evidenciado en SAC-CIP (II) por la correlaci�on a
DQ = 13.5 ppm. esta correlaci�on muestra la interacci�on entrelos protones arom�aticos
de dos mol�eculas diferentes. Podemos inferir que la correlaci�on es entre H(5) y H(2), ya
que la distancia entre ellos es de 3.39�A. Otra correlaci�on intermolecular presente en este
compuesto es entre SAC y el grupo ciclopropilo, �esta puede verse a DQ= 9.6 ppm. Los
protones del grupo ciclopropilo (H(1a), H(1b) y H(1c)) est�an cercanos unos a otros, la
distancia entre ellos es de alrededor 2.5�A. Una fuerte correlaci�on aparece a DQ= 2.76
ppm y DQ= 4.91 ppm. Las correlaciones a DQ= 7.9 ppm (H(1c)-H(2))y DQ= 9.9 ppm
(H(1a)-H(2)) son indicativas de la proximidad de los protones del grupo ciclopropilo con
los arom�aticos. Esto se debe a la inclinaci�on de este grupo en laestructura cristalina con
respecto al plano de la mol�ecula de�nido por los anillos arom�aticos planos (ver �gura
9.16).

La �gura 9.12(a) muestra el espectro de DQ1H-1H de CIP. Una fuerte autocorrelaci�on
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a DQ= 3.2 + 3.2 = 6.4 ppm entre los protones de Pip se puede observar, permitiendo la
asignaci�on de los protones de este grupo. Los protones del grupo terpeno est�an resueltos y
presentan correlaciones con protones en los grupos arom�aticos (ver correlaciones a DQ=
6.7 ppm y DQ= 4.1 ppm y la tabla 9.5). A�un cuando CIP tiene tres�atomos de nitr�ogeno
(N(1), N(11) y N(14)), la diferencia en basicidad entre ellos provoca la protonaci�on del
N(14). Sin embargo, una segunda protonaci�on puede ocurrir enCIP, llevando a un N(1)
ligado a un prot�on. Este hecho es con�rmado por las correlaciones entre N(14)H y el grupo
Pip (DQ= 18.2 ppm) y N(1)H-Arom�aticos (DQ= 21.9 ppm).

Tabla 9.5: Correlaciones homonucleares en CIP.

CIP ! A + ! B

Correlaci�on ppm
H(1b)-H(1c) -2.5

H(1c)-Arom�aticos 4.1
H(1b)-H(1a) 1.1

H(1b)-Arom�aticos 6.3
Pip-Arom�aticos 9.0

NH-Pip 18.2
NH-Arom�aticos 22.0

Pip-Pip 6.6

La �gura 9.12(b) muestra el espectro de DQ1H-1H de SAC-CIP (I). SAC-CIP (I)
muestra un espectro de correlaciones m�as complejo. La multiplicidad es evidente cuando se
mira las se~nales a frecuencias altas. Sin embargo, se puede observar una estructura similar
para las correlaciones de DQ comparada con las que se observan para SAC-CIP (II) (ver
tabla 9.6). Correlaciones entre los protones del grupo terpeno y los anillos arom�aticos son
visibles a DQ= 8.2 ppm, DQ= 8.3 ppm y DQ= 9.3 ppm. De la correlaci�on intermolecular
a DQ= 9.6 ppm podemos inferir que la distancia entre SAC y el grupo terpeno es de
alrededor de 3.6�A, como ocurre en SAC-CIP (II).

Notemos que en el caso de SAC-CIP (II) y SAC-CIP (I) la ausencia dela correlaci�on
NH-Pip puede ser atribuido a la formaci�on de la sal, producida por transferencia prot�onica
de la amida SAC a CIP.

9.3. CODEX

Como mencionamos anteriormente, debido a las ventajas que presenta el n�ucleo de
19F, decidimos realizar un experimento de reacople de CSA paradeterminar distancias
internucleares. De las distancias entre distintos n�ucleos de19F en la estructura cristalina
determinada por DRX de monocristal pudimos determinar el valor paraFij (0) (ver secci�on
4.3) que posteriormente empleamos para determinar las distancias entre n�ucleos de19F
de CIP y SAC-CIP (I).
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Tabla 9.6: Correlaciones homonucleares en SAC-CIP (I).

SAC-CIP (I) ! A + ! B

Correlaci�on ppm
H(1b)-H(1c) -1.9 0.9 3.3

H(1c)-Arom�aticos 8.3
H(1b)-Arom�aticos 8.8
H(1a)-Arom�aticos 9.3

H(1b)-SAC 9.9
SAC-Arom�aticos 13.5
NH-Arom�aticos 18.2

Pip-Pip 6.6
SAC-SAC 15.4

Los gr�a�cos 9.13 y 9.14 muestran los resultados para los distintos compuestos. Para
SAC-CIP (I) cada una de las l��neas fue analizada de manera individual, de esa manera
obtuvimos las distancias correspondientes a cada n�ucleo de 
�uor de cada una de las
mol�eculas presentes en la celda asim�etrica.

Los resultados se ajustaron de acuerdo a la ecuaci�on 4.21.

Figura 9.13: Codex en (a)SAC-CIP (II) y (b) CIP.

La distancia que obtuvimos de la estructura cristalina de SAC-CIP (II) es de 3.0 �A.
Para CIP encontramos una distancia internuclear de 5.0�A. Para los tres sitios diferentes
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de SAC-CIP (I) encontramos distintas distancias. Para la l��nea de resonancia que se
encuentra a -119.8 ppm encontramos una distancia de 4.5�A. Para la l��nea central (-126.8
ppm) encontramos una distancia internuclear de 3.2�A y �nalmente, para la se~nal a -
129.7 ppm podemos determinar una distancia de 4.6�A. El error en las determinaciones
experimentales es de� 0.5 �A.

Como podemos notar, una de las distancias en SAC-CIP (I) se asemeja a la distancia
presente en el monocristal. Las otras dos son similares a la que encontramos para CIP.
Esto nos est�a con�rmando la existencia de una mezcla de estructuras cristalinas en SAC-
CIP (I), una de las estructuras similar a la de SAC-CIP (II) y la otra muy similar a CIP.

9.4. Difracci�on de Rayos-X de monocristal

Los patrones de difracci�on de RX en polvo para los polimorfos (I) y (II) muestran claras
diferencias (ver �gura 9.15), con�rmando que son diferentesformas cristalinas. La tabla
9.7 presenta los datos cristalogr�a�cos y los resultados re�nados de SAC-CIP (II), mientras
que la �gura 9.16 muestra una vista de la celda asim�etrica, asi como la interacci�on puente
hidr�ogeno que de�ne los dos c��rculos cerrados S11 (6) obstaculizando algunos grados de
libertad torsionales (Bernstein et al., 1995).

Las distancias de ligadura y los �angulos presentes en la mol�ecula son normales, la
geometr��a general no se desv��a signi�cativamente de las estructuras previamente repor-
tadas, como muestra el ajuste por cuadrados m��nimos de la unidad de CIP en el sacarinato
SAC-CIP (II) (�gura 9.17).

La mayor diferencia con las estructuras relacionadas de CIP reside en las interac-
ciones de empaquetamiento, que en el caso de SAC-CIP (II) est�an de�nidas por puentes
hidr�ogenos convencionales (O-H...O, N-H...O y N-H...N ) y no convencionales (C-H...O),
as�� tambi�en como por interacciones� -� (ver tabla 9.8, tabla 9.9 y �gura 9.16). La m�as
fuerte de todas estas son los puente hidr�ogeno convencionales (primeras 4 entradas en
la tabla 9.8). La primera O18-H18...O19 es intramolecular, teniendo al ox��geno del car-
bonilo como aceptor y de�niendo uno de los dos c��rculos S11 (6) en la estructura (el otro
est�a de�nido por el puente hidr�ogeno C12-H12B...F20).

La segunda, N14-H14A...N21 conecta las dos mol�eculas de referencia en una �unica
unidad (�gura 9.16). Las dos interacciones remanentes involucran al �atomo de nitr�ogeno
positivamente cargado del grupo Pip en CIP y los ox��genos delgrupo S(22)=O en el i�on
de SAC, para de�nir las estructura columnar construida en torno a una familia de centros
de simetr��a a x = 0.25, z = 0.25 (en negrita en la �gura 9.16).

Estas estructuras columnares se acercan unas a otras con los anillos arom�aticos in-
tercalados de la unidad de CIP en una interacci�on� -� t��pica de�niendo estructuras 2d
paralelas a (001). Ligaduras d�ebiles y no convencionales C-H|O conectan estas estruc-
turas a lo largo de c.

Con respecto a las interacciones en el sacarinato, el fuerte puente hidr�ogeno que in-
volucra al grupo S(22)=O como aceptor y que tiene al N(14) protonado del grupo Pip
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Figura 9.14: Codex en SAC-CIP (I): (a) Se~nal a -119.8 ppm, (b) Se~nal a -126.8 ppm y (c)
Se~nal a -129.7 ppm.

como donor ha sido informado previamente en otras sales de sacarinatos (Bhatt et al.,
2005). Este comportamiento contrasta con el de la SAC pura, en donde la interacci�on in-
termolecular que involucra los ox��genos del grupo S(22)=Oson signi�cativamente d�ebiles
(Wardell et al., 2005). Adem�as, C(29) est�a involucrado en un puente hidr�ogeno con uno
de los protones del N(14) como se muestra en la �gura 9.16 mientras que en la SAC pura
esta interacci�on es con los protones arom�aticos de las mol�eculas vecinas de SAC (Wardell
et al., 2005).
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Figura 9.15: Patrones de difracci�on de rayos X de polvo de (a) SAC-CIP (I) y (b) SAC-CIP
(II).

9.5. M�etodos T�ermicos de An�alisis

La �gura 9.18 muestra los resultados de los experimentos de DSCy TGA para SAC-
CIP (I) y SAC-CIP (II). Para SAC-CIP (II), podemos ver que el DSC muestra una
endoterma a 305.50oC, correspondiente a su punto de fusi�on (onset 301.29oC), seguido
de una exoterma a 310.06oC atribuido a la descomposici�on del f�armaco. La entalp��a de
fusi�on es 372.9 J/g. SAC-CIP (I) muestra un per�l similar, perocon un punto de fusi�on
ligeramente m�as bajo 300.87oC, onset 298.60oC), y una entalp��a de fusi�on de 191.7 J/g.
Ambos hechos sugieren una interacci�on molecular m�as d�ebilen (I) que en (II). Este hecho
concuerda con los resultados de las distancias internucleares de19F obtenidos utilizando el
experimento CODEX, en donde se observan distancias internucleares mayores para SAC-
CIP (I), indicando interacciones m�as d�ebiles. Tambi�en podemos llegar a esta conclusi�on
observando las correlaciones homonucleares de los espectrosbidimensionales de DQMAS
1H-1H, en ellos podemos notar un patr�on de interacciones m�as de�nidas en SAC-CIP (II),
indicando mayor proximidad entre los n�ucleos involucrados en la correlaci�on.

No se observa p�erdida de masa en ninguno de los per�les cuando loscompuestos
son calentados desde los 30oC hasta fusi�on, mostrando su naturaleza anhidra, como
as�� tambi�en la ausencia de SAC y CIP sin reaccionar.
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Tabla 9.7: Datos cristalogr�a�cos para SAC-CIP (II).

F�ormula emp��rica (C17H19FN3O3)+ (C7H4NO3S)�

F�ormula wt 514.52
Sistema cristalino monocl��nico

Grupo espacial C2/c
a (�A) 37.416(2)
b ( �A) 6.9051(4)
c ( �A) 19.5718(12)
� ( � ) 90
� ( � ) 114.5161(10)

 ( � ) 90

V( �A 3) 4600.7(5)
Z 8

� calcd(gcm � 3) 1.486
� (cm � 1) 0.199

F000 2144
Index range ( h; k; l ) � 48 � h � 47, � 9 � k � 8

� 25 � l � 25
Re
exiones 18341, 5092(0.0327), 3610
R1 a, wR2 b R1 = 0.0657, wR2 = 0.1679
F2> 2� (F2)

Tabla 9.8: Puentes hidr�ogeno para SAC-CIP II ( �A y � ). Transformaciones de simetr��a utilizadas
para generar los �atomos equivalentes:# 1 -x+1/2,-y+3/2,-z+1; # 2 x, y +1,z; # 3 x,1-y,1/2+z;
# 4 -x,1-y,1-z; # 5 -x,y,3/2-z.

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA)
0(18)-H(18)...O(19) 0.83(3) 1.74(3) 2.554(3) 158(4)

N(14)-H(14)A...N(21) 0.90 1.94 2.784(3) 155
N(14)-H(14)B...O(30)#1 0.90 2.26 2.974(4) 136
N(14)-H(14)B...O(31)#2 0.90 2.20 2.881(4) 132

C(12)-H(12)B...F(20) 0.97 2.24 2.890(4) 124
C(1b)-H(1b)A...O(32)#3 0.97 2.46 3.293(4) 144
C(1b)-H(1b)B...O(19)#4 0.97 2.27 3.232(4) 171
C(1c)-H(1c)B...O(17)#5 0.97 2.45 3.104(4) 124

9.6. FTIR

La tabla 9.10 muestra los patrones de FTIR para SAC-CIP (I) y (II), junto a los de
CIP y SAC. Las bandas de absorci�on caracter��sticas de SAC y CIP pueden observarse
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Figura 9.16: Celda unidad asim�etrica de SAC-CIP (II). Se muestra una t�� pica interacci�on � -�
de�niendo estructuras paralelas bidimensionales paralelas a (001). En negrita, una estructura
columnar construida en torno a una familia de centros de simetr��a a x = 0.25, z = 0.25.

Tabla 9.9: Interacciones � -� para SAC-CIP (II) ( �A y � ). icd: distancia intercentroide, da: �angu-
lo dihedro, ipd: distancia interplanar. Cg1: N1,C2,C3,C4,C10,C9; Cg2: C5,C6,C7,C8,C9,C10.
# 1 = -x,1-y,1-z; # 2 = -x,2-y,1-z.

Cg...Cg icd ( �A) da ( � ) ipd ( �A)
Cg1...Cg1#1 3.7736(14) 0.00 3.515
Cg1...Cg1#2 3.5271(14) 0.00 3.375
Cg1...Cg2#1 3.7639(15) 0.17 3.511
Cg1...Cg2#2 3.8210(15) 0.17 3.379

claramente. No se observan diferencias signi�cativas entre lospatrones de FTIR de las
dos formas polim�or�cas.

En ambos casos, se obtiene evidencia de la interacci�on i�onicasiguiendo los picos co-
rrespondientes a los estiramientos de CON(21)-H y C(29)=ONH de la amida secundaria
a 3093 cm� 1 y 1725 cm� 1 respectivamente. La ausencia de la banda de CON(21)-H y
el corrimiento batocr�omico de C(29)=ONH son evidencias de laformaci�on de la sal por
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Figura 9.17: Ajuste por cuadrados m��nimos de la unidad de CIP en SAC-CIP (II) con respecto
a la unidad de CIP en Cipro
oxacina hexahidato.

Tabla 9.10: Datos de FTIR para SAC, CIP y ambos sacarinatos.np, no presenta. � en la sal
s�odica.

grupo SAC CIP SAC-CIP (I) SAC-CIP (II)
� C-H Ole�nicos - 3046 3027 3025

y arom�aticos
� C(3)=OOH - np 1734 1732
� C(4)=O ceto - 1627 1630 1630
�t C(29)=ONH 1725 - - -
�t C(29)=ON � 1647� - 1666 1662
�f CON(21)=H 3039 - np np
� sym S(22)=O 1180 - 1148 1145
� asym S(22)=O 1338 - 1338 1338

transferencia prot�onica de la amida SAC a CIP. Estos resultados est�an de acuerdo con
reportes realizados por otros autores y coinciden con el patr�on observado en estos grupos
funcionales en SAC s�odica (Binev et al., 1996; Yilmaz et al., 2001). Comparada con la
SAC libre, el corrimiento batocr�omico del pico de S22=O mencionado anteriormente para
SAC-CIP (I), asociado a la interacci�on puente hidr�ogeno enla estructura cristalina de
la sal, tambi�en se observa en SAC-CIP (II). La banda C3a=OOH queno est�a presente
en CIP debido a su car�acter zwitteri�onico puede ser observadoen SAC-CIP (I) y SAC-
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Figura 9.18: DSC (l��nea de punto) y TG (l��nea s�olida) para (a) SAC-CIP ( I) y (b) SAC-CIP
(II).

CIP (II) a la misma frecuencia, sugiriendo que la naturaleza deCIP es revertida con la
formaci�on de la sal en ambos polimorfos por transferencia prot�onica de SAC.

9.7. Discusi�on y conclusiones

El polimorfo del sacarinato de cipro
oxacina (SAC-CIP (II)) fue caracterizado por
varias t�ecnicas de estado s�olido. Su estructura cristalogr�a�ca fue determinada por DRX
de cristal. La combinaci�on de las t�ecnicas de estado s�olidasempleadas (RMN, FTIR,
DSC, TG, DRXP) junto con los datos cristalogr�a�cos permitieron identi�car cada una de
las formas s�olidas del sacarinato. Los datos mostraron que el nuevo polimorfo es una sal
anhidra estable con interacciones inter e intra molecularest��picas desde el punto de vista
cristalogr�a�co.

Los resultados de DRXP nos permitieron determinar que los s�olidos son cristalinos,
hecho con�rmado tambi�en por los espectros de13C de RMN en estado s�olido.

El an�alisis t�ermico demostr�o la ausencia de SAC sin reaccionar y la naturaleza anhidra
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del compuesto.
En SAC-CIP (II), as�� como hab��amos visto en el cap��tulo anterior para SAC-CIP (I),

se obtuvo evidencia de la interacci�on i�onica entre SAC y CIPmostrando que la formaci�on
de la sal se produce por transferencia prot�onica de la amida SACa CIP.

Tambi�en pudimos ver que en este caso, de la misma manera que paraSAC-CIP (I), el
car�acter zwitteri�onico de CIP es revertido luego de la formaci�on de la sal.

Las similitudes en las caracter��sticas generales, como por ejemplo en los espectros
de FTIR y los corrimientos qu��micos observado en los espectros de 13C de estado s�olido
sugiere que el esquema de interacciones encontrado para SAC-CIP (II) puede aplicarse
tambi�en para SAC-CIP (I).

Los espectros de1H y 15N demostraron ser herramientas muy �utiles para identi�car
las dos formas polim�or�cas, como as�� tambi�en para detectar la cantidad de mol�eculas por
celda unidad asim�etrica.

La interacci�on i�onica entre la mol�ecula de CIP y SAC tambi�en pudo ser observada en
los espectros de1H de alta resoluci�on (corrimiento del prot�on NH), y en la ausencia de la
correlaci�on entre NH y los protones de Pip en los espectros de DQMAS de los sacarinatos.
Notamos tambi�en que los protones y el nitr�ogeno del grupo piperazina no se ven afectados
por la interacci�on i�onica debido al car�acter zwitteri�o nico de CIP.

Las predicciones realizadas por DRX de cristal para SAC-CIP (II) fueron observadas en
las correlaciones1H-1H y en los experimentos de correlaci�on heteronuclear REPT-HSQC.
En particular, los puentes hidr�ogeno intramoleculares, las proximidades intermoleculares
y las interacciones� -� .

Analizando los espectros de DQMAS, vemos que CIP presenta otro patr�on de correla-
ciones cuando se lo compara con SAC-CIP (II). SAC-CIP (I) muestras caracter��sticas de
ambas estructuras, asi tambi�en como nuevas correlaciones.

Los resultados obtenidos por m�etodos t�ermicos de an�alisisno detectan la coexistencia
de dos formas polim�or�cas.Sin embargo, esto no es extra~no, ya que si las dos compo-
nentes que forman el compuesto tienen estructuras cristalinassimilares, no se aprecian
modi�caciones, por ejemplo, en su temperatura de fusi�on, ya que la diferencia entre estas
temperaturas es muy peque~na, y se encuentra dentro del errorexperimental.

Todo lo dicho previamente nos permite decir que SAC-CIP (I) es una mezcla de
polimorfos, pero no es simplemente la mezcla de CIP y SAC-CIP (II). Por ejemplo, la
se~nal asignada a N(1), que se observa a -251.5 ppm en CIP, no est�a presente en SAC-CIP
(I). El corrimiento de las se~nales de los protones del grupo ciclopropilo hacia ppm nega-
tivos es tambi�en una muestra del cambio en el empaquetamiento local en esta regi�on de
la mol�ecula.

De esta manera, concluimos que SAC-CIP (I) y SAC-CIP (II) muestran similitud en
en la conformaci�on molecular. El empaquetamiento cristalino desconocido de SAC-CIP
(I) muestra que posee una componente con la estructura cristalina de SAC-CIP (II) y una
componente con un empaquetamiento similar al de CIP.



Cap��tulo 10

Conclusiones

El objetivo de esta tesis fue el an�alisis y la caracterizaci�onde nuevos compuestos de
inter�es farmac�eutico mediante t�ecnicas avanzadas de RMN en estado s�olido.

Adem�as de los resultados obtenidos mediante esta poderosa t�ecnica, contamos con
datos provenientes de otros estudios realizados sobre los nuevos compuestos s�olidos, Difrac-
ci�on de rayos X de polvo y de monocristal, An�alisis T�ermico (DSC y TG) y FTIR.

Este trabajo estuvo dividido en tres partes, no s�olo porque estudiamos tres conjuntos
de f�armacos diferentes sino tambi�en para mostrar en forma cronol�ogica el avance de la
investigaci�on.

Complejos Fluoroquinol�onicos con 27Al

Se realizaron varios experimentos de RMN en estado s�olido sobre estos nuevos com-
plejos. Los espectros de CPMAS de13C mostraron que los corrimientos qu��micos de los
complejos preparados por los M�etodos I y II tienen similitudes y muestran el mismo
comportamiento.

Los complejos Fluoroquinol�onicos mostraron ensanchamientos de las l��neas de resonan-
cia, debido a la estequiometr��a de los mismos (3 mol�eculas deCipro
oxacina por �atomo
de aluminio) y al car�acter amorfo de los nuevos compuestos, hecho que fue con�rmado
por los difractogramas de DRXP.

Un resultado importante obtenido mediante RMN de estado s�olidofue que en ning�un
caso qued�o IFA puro sin reaccionar.

Pudimos determinar la naturaleza amorfa y f��sicamente heterog�enea de los complejos
con 27Al, tanto de CIP como de NOR, mediante mediciones de tiempos de relajaci�on en
la terna rotante T1� . Los resultados mostraron la coexistencia de al menos dos fases con
diferentes movilidades,una asociada con una fase cristalina y la otra a una fase amorfa.
Pudimos observar que los T1� de los complejos obtenidos por el M�etodo I son m�as cortos
que los correspondientes a los complejos obtenidos por el M�etodo II. Este hecho es asociado
a una cristalinidad mayor en los compuestos elaborados por el M�etodo II.

De los experimentos de RMN y de FTIR pudimos determinar que lareacci�on entre
las FQs y el aluminio es completa. En todos los complejos, los mismos �atomos son los
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involucrados en el acomplejamiento. En particular, de los espectros de RMN de27Al
observamos una coordinaci�on octah�edrica del ion de aluminio en todos los complejos y los
espectros de FTIR mostraron que la coordinaci�on del aluminioes a trav�es del grupo 4-CO
y del 3-COOH. Estas observaciones permitieron concluir que loscompuestos obtenidos
por el M�etodo I y el II son qu��micamente los mismos.

Las diferencias observadas en los espectros de RMN de estado s�olido de 27Al se deben
a la diferencia en la interacci�on cuadrupolar de segundo orden presente en los compuestos
y tambi�en probablemente a peque~nos cambios en la conformaci�on molecular.

Sacarinatos Fluoroquinol�onicos

Comenzamos el estudio de esta serie de sales 
uoroquinol�onicasmediante t�ecnicas
de RMN en estado s�olido realizando espectros de CPMAS de13C. De los mismos pode-
mos extraer muchas conclusiones. Por un lado, se con�rm�o la utilidad de SAC como un
agente formador de sales. Adem�as, pudimos se puede concluir que las FQ-SACs son s�oli-
dos cristalinos, hecho tambi�en con�rmado por los resultados obtenidos del an�alisis de los
resultados de DRXP.

La presencia de nuevas re
exiones en los patrones de DRXP y de nuevas resonancias en
los espectros de CPMAS de13C nos indican la formaci�on de nuevos compuestos, diferentes
a sus precursores. Este hecho tambi�en pudo observarse de los puntos de fusi�on de las FQ-
SACs. Los experimentos de TGA dieron evidencia acerca de la ausencia de SAC sin
reaccionar, asi como de la naturaleza anhidra de los sacarinatos.

En todos los compuestos estudiados pudimos observar, mediantecambios en los corri-
mientos qu��micos de los sacarinatos, que las sales no son la mezcla f��sica de sus precursores.
Los espectros de CPMAS de13C nos permitieron a�rmar que no quedaron restos ni de
f�armaco puro ni de sacarina sin reaccionar.

Los espectros de FTIR mostraron una composici�on multicomponente de las FQ-SACs.
Por otro lado, estos espectros dieron clara evidencia de la formaci�on de la sal por trans-
ferencia prot�onica de la amida SAC a las FQs.

Los espectros 1D y 2D obtenidos por RMN de las FQ-SACs muestran claros cambios
en la multiplicidad y los corrimientos qu��micos en las resonancias de las regiones de las
Fluoroquinolonas cercanas a la zona de ligadura con la SAC. Aexcepci�on de CIP, que
muestra un comportamiento diferente al de las otras FQs.

Cipro
oxacina mostr�o un comportamiento diferente al resto de las Fluoroquinolonas,
tanto es su espectro de CPMAS de13C, como en el espectro de correlaci�on heteronuclear.

En los sacarinatos, la zona de la mol�ecula involucrada en la formaci�on de la sal muestra
importantes modi�caciones, en especial los carbonos pertenecientes al anillo piperazina.
En el sacarinato de Cipro
oxacina no se observa este comportamiento. Este hecho, sumado
al hecho de que que las se~nales de los carbonos C(4) y C(3a) aparecen superpuestas en la
misma posici�on de resonancia no hizo pensar que CIP pose��a un car�acter zwitteri�onico.
Esta idea se vio con�rmada por los espectros de correlaci�on heteronuclear bidimensionales,
en donde claramente se nota la ausencia del prot�on del grupo carboxilo, presente en los
dem�as compuestos puros.
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Los espectros de FTIR y los espectros de RMN nos permitieron determinar que el
car�acter zwitteri�onico de CIP es revertido luego de la formaci�on de la sal.

Polimor�smo en SAC-CIP

Caracterizamos un polimorfo del sacarinato de Cipro
oxacina (SAC-CIP (II)) por
varias t�ecnicas de estado s�olido. Pudimos obtener su estructura cristalina mediante DRX
de monocristal.

La combinaci�on de las t�ecnicas de estado s�olidas empleadas(RMN, FTIR, DSC, TG,
DRXP) junto con los datos cristalogr�a�cos nos permitieron identi�car claramente cada
una de las formas s�olidas del sacarinato.

Los resultados de DRXP nos permitieron determinar que los s�olidos son cristalinos,
hecho con�rmado tambi�en por los espectros de13C de RMN en estado s�olido.

El an�alisis t�ermico demostr�o la ausencia de SAC sin reaccionar y la naturaleza anhidra
del nuevo compuesto.

En SAC-CIP (II), as�� como hab��amos visto en el cap��tulo anterior para SAC-CIP (I),
se obtuvo evidencia de la interacci�on i�onica entre SAC y CIPmostrando que la formaci�on
de la sal se produce por transferencia prot�onica de la amida SACa CIP.

Tambi�en pudimos ver que en este caso, de la misma manera que paraSAC-CIP (I), el
car�acter zwitteri�onico de CIP es revertido luego de la formaci�on de la sal.

Continuando con el an�alisis del polimor�smo, realizamos experimentos para obtener
espectros de CPMAS15N. El n�umero de l��neas de resonancia de15N nos dio una evidencia
directa de la presencia de m�as de una mol�ecula por celda unidad asim�etrica en SAC-CIP
(I), o la cristalizaci�on en dos redes cristalinas diferentes.El hecho de que el corrimiento
qu��mico asignado al sitio N(14) no sea alterado luego de la formaci�on de la sal es otro
indicativo del car�acter zwiteri�onico de CIP.

Obtuvimos espectros de alta resoluci�on de1H en estado s�olido a muy altas velocidades
de rotaci�on. En los mismos pudimos observar la interacci�on i�onica entre la mol�ecula de CIP
y SAC (corrimiento del prot�on NH). Notamos tambi�en que los protones y el nitr�ogeno
del anillo piperazina no se ven afectados por la interacci�oni�onica debido al car�acter
zwitteri�onico de CIP. En el espectro de1H de SAC-CIP (I) se observa un corrimiento a
ppm negativos de los protones pertenecientes al grupo ciclopropilo debido a la proximidad
espacial con los grupos arom�aticos que generan corrientes de anillos que perturban los
corrimientos qu��micos de estos protones. Este comportamiento no se observa en SAC-CIP
(II), indicando una diferencia sustancial en la estructura cristalina de los compuestos.

Las predicciones realizadas por DRX de monocristal para SAC-CIP (II) fueron ob-
servadas en las correlaciones1H-1H y en los experimentos de correlaci�on heteronuclear
REPT-HSQC. En particular, los puentes hidr�ogeno intramoleculares, las proximidades
intermoleculares y las interacciones� -� .

Analizando los espectros de DQMAS, vemos que CIP presenta otro patr�on de correla-
ciones cuando se lo compara con SAC-CIP (II). SAC-CIP (I) muestras caracter��sticas de
ambas estructuras, asi tambi�en como nuevas correlaciones.

Los resultados obtenidos de los espectros de RMN de19F nos permitieron determinar
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distancias internucleares en los distintos compuestos. La distancia que obtuvimos de la
estructura cristalina de SAC-CIP (II) fue de 3.0�A. Del experimento de reacople de CSA
obtuvimos para CIP una distancia internuclear de 5.0�A. El espectro de19F de SAC-CIP
(I) mostr�o tres l��neas de resonancia. Cada una de estas l��neas fue analizada por separado
y encontramos distancias de 4.5�A, 3.2 �A y 4.6 �A.

Todo lo dicho previamente nos permite decir que SAC-CIP (I) es una mezcla de
polimorfos, pero no es simplemente la mezcla de CIP y SAC-CIP (II). Por ejemplo, la
se~nal asignada a N(1), que se observa a -251.5 ppm en CIP, no est�a presente en SAC-CIP
(I).

El corrimiento de las se~nales de los protones del grupo ciclopropilo hacia ppm negativos
es tambi�en una muestra del cambio en el empaquetamiento local en esta regi�on de la
mol�ecula.

De esta manera, concluimos que SAC-CIP (I) y SAC-CIP (II) muestran similitud en
en la conformaci�on molecular. El empaquetamiento cristalino desconocido de SAC-CIP
(I) muestra que posee una componente con la estructura cristalina de SAC-CIP (II) y una
componente con un empaquetamiento similar al de CIP.

Sin embargo, as similitudes en las caracter��sticas generales, como por ejemplo en los
espectros de FTIR y los corrimientos qu��micos observado en los espectros de13C de
estado s�olido sugiere que el esquema de interacciones encontrado para SAC-CIP (II) puede
aplicarse tambi�en para SAC-CIP (I).

En resumen, estudiamos diversos sistemas de inter�es farmac�eutico. Determinamos el
car�acter amorfo de los complejos 
uoroquinol�onicos con aluminio y pudimos realizar un
an�alisis completo de los mismos.

Hemos visto que los corrimientos qu��mico de los compuestos en estado s�olido pueden
proveer mucha informaci�on cristalogr�a�ca, complementaria a los resultados que se pueden
obtener mediante t�ecnicas de difracci�on. Pudimos no s�oloidenti�car distintos polimorfos,
sino tambi�en realizar una caracterizaci�on detallada de los mismos, llegando a identi�car
la naturaleza heterog�enea de uno de los compuestos y extrayendo informaci�on sobre su
estructura cristalina e interacciones.

A lo largo de esta tesis, hemos mostrado la importancia de la RMN deestado s�olido
para el an�alisis de compuestos farmac�euticos en estado s�olido.
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Ap�endice

A.1. Algunas de�niciones

En esta parte del ap�endice vamos a de�nir algunos de los t�erminos empleados a lo
largo de esta tesis.

�Acidos Carbox��licos

Los �acidos carbox��licos se caracterizan por la presencia deal menos un grupo carbo-
xilo. La f�ormula general de un �acido carbox��lico es R-COOH, donde R es alg�un grupo
funcional monovalente. Un carboxilo es un grupo funcional que consiste en un carbonilo y
un hidroxilo, que tiene la f�ormula -C(=O)OH, usualmente escrito como -COOH o -CO2H.

Amida

Compuesto org�anico cuyo grupo funcional es del tipo RCONRR, siendo CO un car-
bonilo, N un �atomo de nitr�ogeno, y R, R y R radicales org�anicos o �atomos de hidr�ogeno.
Se puede considerar como un derivado de un �acido carbox��lico por sustituci�on del grupo
-OH del �acido por un grupo -NH2, -NHR o -NRR (llamado grupo amino).

Anillo Piperazina

Compuesto org�anico que consiste en un anillo de seis miembros que contiene dos
�atomos de nitr�ogeno opuestos.

Cetona

Compuesto con estructuraRC(= O)R0, dondeR y R0 pueden ser una gran variedad
de �atomos y grupos de �atomos.
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Denticidad

Se re�ere al n�umero de �atomos en una ligadura simple que se unea un �atomo central
en un complejo de coordinaci�on. En muchos casos, s�olo un �atomo en el ligando se une al
metal, de esa manera la denticidad es igual a uno, y se dice que elligando es monodentado.
Ligandos con m�as de un �atomo ligado son llamados polidentados o multidentados.

Interacciones � -�

En qu��mica supramolecular, una interacci�on arom�atica (o interacci�on � -� ) es una in-
teracci�on no covalente entre compuestos org�anicos que contienen entidades arom�aticas.
Las interacciones� -� son causadas por la superposici�on de los orbitales� en los sistemas
conjugados� , as�� que se hacen m�as fuertes conforme el n�umero de electrones� se incre-
mente. Otras interacciones no covalentes incluyen al enlace de hidr�ogeno, fuerzas de van
der Waals, interacciones de transferencia de carga, e interacciones dipolo-dipolo.

Por otra parte, en qu��mica supramolecular, tambi�en se hablade apilamiento y este
se re�ere a un ordenamiento en pila, frecuentemente de mol�eculas arom�aticas, que es
adoptado debido a interacciones interat�omicas. El ejemplom�as com�un de un sistema
apilado se encuentra en los pares de bases consecutivos de ADN. El apilamiento tambi�en
se encuentra frecuentemente en prote��nas, donde dos anillosrelativamente no polares se
ubican uno sobre otro.

El apilamiento es referido frecuentemente como una interacci�on � -� , aunque los efectos
debido a la presencia de un orbital� son s�olo una fuente de tales interacciones, y en muchos
casos no parece ser el contribuyente dominante.

Quelato

Compuesto qu��mico en la forma de un anillo heteroc��clico, conteniendo un metal i�onico
adjuntado por ligaduras de coordinaci�on en al menos dos iones no met�alicos. Quelaci�on es
la formaci�on o la presencia de dos o m�as uniones separadas entre un ligando polidentado
y un �atomo central simple. Usualmente, estos ligandos son compuestos org�anicos.

Zwitteri�on

Un zwitteri�on (del alem�an zwitter h��brido, hermafrodita ) es un compuesto qu��mico
que es el�ectricamente neutro pero que tiene cargas formales positivas y negativas sobre
�atomos diferentes. Los zwitteriones son especies polares y usualmente presentan una ele-
vada solubilidad en agua y bastante baja en muchos disolventes org�anicos de car�acter
apolar.

En qu��mica, un compuesto dipolar es un compuesto que existe en al menos una forma
estable, el zwitteri�on, con una carga positiva y una carga negativa formal en diferentes
�atomos y la carga neta total del compuesto es cero.
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A.2. Detalles Experimentales

A.2.1. Espectros de RMN de 13C

Las mediciones de los espectros de13C se obtuvieron con la secuencia de pulsos de
CPMAS con rampa y desacomple de protones durante la adquisici�on (ver �gura 3.6).
Estos experimentos se ralizaron a temperatura ambiente en un espectr�ometro Bruker
Avance II, donde los n�ucleos de1H resuenan a 300 MHz, y los13C a 74.5 MHz. (lo que
corresponde a un campo magn�etico de 7.02 T) equipado con un cabezal de MAS de 4mm.
Para la referencia externa de13C y la calibraci�on de la condici�on de Hartmann-Hahn se
utiliz�o adamantano. La velocidad de rotaci�on empleada enestos experimentos fue de 10
kHz. El tiempo de contacto para la CP fue de 2 ms. Para las distintas muestras estudiadas
se realizaron diferentes n�umeros de promediaciones, en el rango de 1500-6000. La secuencia
empleada para el desacople heteronuclear fue la TPPM, el campo de rf aplicado a protones
fue de 60 kHz.

Los espectros de edici�on de carbonos cuaternarios fueron obtenidos con la secuencia
de pulsos que se muestra en la �gura 3.9. Los par�ametros empleados son los mismos que
los utilizados para obtener el espectro completo de13C, pero el tiempo de contacto en
este caso fue de 500� s. El tiempo previo a la adquisici�on cuando los campor de rf est�an
apagados fue de 40� s.

A.2.2. Espectros de RMN de 27Al

Las mediciones de los espectros de27Al que se llevaron a cabo a lo largo de este trabajo
fueron realizadas en un espectr�ometro Bruker Avance II, donde los n�ucleos de1H resuenan
a 300 MHz, y el27Al a 78.2 MHz., lo que corresponde a un campo magn�etico de 7.02 T.
Las muestras fueron rotadas a 6 kHz y a 4 kHz para reconocer las bandas rotacionales.
Se utiliz�o un pulso de �

2 de 2 � s., 4 s. de tiempo de reciclado y 600 promedios.

A.2.3. Espectros de RMN de 19F

Los experimentos RMN de19F fueron realizados en el Institute Le Bel, Universite Louis
Pasteur, Strasbourg, France. Estos experimentos se ralizaron atemperatura ambiente en
un espectr�ometro Bruker Avance II, donde los n�ucleos de1H resuenan a 500 MHz, y los
19F a 470.59 MHz equipado con un cabezal de MAS de 2.5 mm. La velocidad de rotaci�on
empleada en estos experimentos fue de 18 kHz. Para las distintasmuestras se realizaron
8 promediaciones, con un tiempo de espera de 50s. Se utiliz�o un pulso de �

2 de 2.37� s.

A.2.4. Espectros de RMN de 15N

Los espectros unidimensionales de15N fueron realizados utilizando CPMAS de1H-
15N en un Bruker Avance II operando a 300 MHz para1H y equipado con un cabezal
de 4mm. La frecuencia de Larmor de15N es de 30.42 MHz. Como referencia externa se



134 A. Ap�endice

utiliz�o Cloruro de Amonio y para la calibraci�on de la condici�on de Hartmann-Hahn se
emple�o glicina. La velocidad de rotaci�on fue de 10 kHz. Diferentes n�umeros de promedia-
ciones fueron realizadas, de manera de obtener una buena relaci�on se~nal-ruido. El tiempo
entre experimentos fue de 15 s. y el tiempo de contacto para la CP de 6 ms. La secuencia
de desacople heteronuclear TPPM fue utilizada durante la adquisici�on con un campo de
rf aplicado a protones de 50 kHz.

A.2.5. Espectros de RMN de alta resoluci�on de 1H en estado
s�olido

Los experimentos de alta resoluci�on en1H se realizaron en el Max Planck Institute
for Polymer Research, en Mainz, Alemania. En un Avance II+, con una frecuencia de
resonancia para1H de 850 MHz.

Los experimentos unidimensionales se realizaron a una velocidad de rotaci�on de 30
kHz utilizando un cabezal de doble resonancia de 2.5 mm. El pulsode �

2 fue de 2.5� s, y
el tiempo entre experimentos de 10 s. Se tomaron 8 promediaciones para cada espectro.

Los espectros unidimensionales de1H realizados a una velocidad de rotaci�on de 60
kHz se realizaron en un cabezal de doble resonancia con rotores de 1.3 mm. de di�ametro.
El pulso de �

2 fue de 1.2� s, y el tiempo entre experimentos de 20 s. Se tomaron 4
promediaciones para cada espectro.

A.2.6. Experimentos de tiempos de relajaci�on

Los espectros fueron realizados con los par�ametros especi�cados para la secuencia de
CPMAS de 13C a una velocidad de rotaci�on de 10 kHz. El campo de spin-lock decarbono
fue realizado a! 1C

2� =53 kHz. El tiempo � fue variado desde 20� s a 15 ms. El tiempo de
contacto entre1H y 13C fue de 80� s, lo su�cientemente corto como para evitar la difusi�on
de esp��n entre protones.

A.2.7. HETCOR-LG

En nuestros experimentos la duraci�on� se optimiz�o a 7.68� s. El tiempo de contacto
para la CP fue de 200 ms para evitar procesos difusivos durante la CP. La longitud del
pulso de �angulo m�agico fue de 2.55� s. Para obtener los espectros de1H en la dimensi�on F1
se recolectaron 64 puntos con un tiempo entre puntos de 35.5� s. El tiempo de adquisici�on
fue de 1.14 ms.

A.2.8. REPT-HSQC

Los experimentos de REPT-HSQC fueron realizados en el Max Planck Institute for
Polymer Research, en Mainz, Alemania. Se utiliz�o un espectr�ometro Bruker Avance III
donde la frecuencia de protones es de 850 MHz. Se utiliz�o un cabezal de doble resonancia
de 2.5 mm. El puso de�

2 utilizado fue de 2.5� s en ambos n�ucleos y la misma potencia de
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campo de rf para el desacople dipolar. En todos los experimentos se utiliz�o la secuencia
TPPM para el desacople heteronuclear, utilizando pulsos de aproximandamente 160� y
un �angulo para la modulaci�on de fases de 30� . Las muestras fueron rotadas a 25 kHz.

A.2.9. BaBa

Los espectros bidimensionales de DQMAS de1H fueron adquiridos utilizando la se-
cuencia de pulsos mostrada en la �gura 4.3 con tiempos de excitaci�on y reconversi�on de
un per��odo de rotor (a una velocidad de MAS de 59524 Hz,� R=16.8 � s). Los experimen-
tos bidimensionales de DQ sensibles a las fases se adquirieron con128 incrementos de t1
sincronizados con la velocidad de rotaci�on utilizando el m�etodo de States-TPI.

A.2.10. CODEX

Los experimentos de reacople de CSA en19F fueron realizados en el Institute Le Bel,
Universite Louis Pasteur, Strasbourg, France.

Estos experimentos se ralizaron a temperatura ambiente en un espectr�ometro Bruker
Avance II, donde los n�ucleos de1H resuenan a 500 MHz, y los19F a 470.59 MHz equipado
con un cabezal de MAS de 2.5 mm. La velocidad de rotaci�on empleada en estos experi-
mentos fue de 18 kHz. Para las distintas muestras se realizaron 8 promediaciones, con un
tiempo de espera de 50s. Se utiliz�o un pulso de�2 de 2,37� s y � de 4.72� s para 19F. En
tiempo de contacto fue de 145� s. La velocidad de rotaci�on fue de 18 kHz y los pe��odos
de excitaci�on y reconversi�on fueron calibrados como� R=4.

A.2.11. Difracci�on de Rayos-X de polvo

Los patrones de difracci�on para las distintas muestras fueron tomados a temperatura
ambiente en un Difract�ometro de Rayos X (RIGAKU Mini
ex, Jap �on) usando radiaci�on
Cu K � (� =1,54 �A), un tubo de voltaje de 30 kV y un tubo con una corriente de 15 mA.
Las muestras fueron colocadas en el portamuestras del equipo ylos DD se tomaron en un
rango angular de 5� a 50o para 2� en pasos de 0,01o 2� en un minuto.

A.2.12. Difracci�on de Rayos-X de monocristal

El patr�on de difracci�on se tom�o en un Difract�ometro Bruke r CCD �area detector di�rac-
tometer. Correcci�on de la Absorci�on: multi-scan SADABS (Sheldrick, 2001). Para la de-
terminaci�on de la estructura se utiliz�o el programa Data collection: SMART-NT (Bruker,
2001); Re�namiento de celda: SAINTNT (Bruker, 2001); reducci�on de datos: SAINT-NT;
programa utilizado para resolver la estructura: SHELXS97 (Sheldrick, 1997).
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A.2.13. M�etodos T�ermicos de An�alisis (DSC y TGA)

Las muestras se calentaron en un rango de temperaturas de 25oC a 500 oC a una
velocidad de calentamiento de 10� C = min. Para determinar las curvas DSC se utiliz�o el
analizador MDSC 2920, TA Instruments. El eje de temperaturas yla constante de celda
del DSC se calibraron con Indio (24 mg, 99,99 % de pureza, pico m�aximo a 158,44� C y
calor de fusi�on 28,4 J/g). Las muestras (0,4-1,2 mg) fueron calentadas en portamuestras
de aluminio, cerrados, no herm�eticos, en una atm�osfera din�amica de nitr�ogeno con una
velocidad de 
ujo de 60 ml/min. Las �areas de los picos endot�ermicos fueron determinadas
gra�cando una l��nea desde el punto donde la curva se desv��a de la l��nea de base (onset)
hasta el punto donde la retoma (recovery). Para la termogravimetr��a se utiliz�o el Anal-
izador TA HI-RES 2950, TA Instruments acoplado a una estaci�on de datos. Las muestras
(0,4- 1,8 mg) se colocaron en portamuestras abiertos y se calentaron bajo las mismas
condiciones usadas en su respectivo an�alisis DSC.

A.2.14. Espectroscop��a Infrarroja (IR)

Para la obtenci�on de los espectros FTIR (Avatar 360, ESP NICOLET) se prepararon
pastillas de Bromuro de Potasio (KBr, grado espectrosc�opico, Merck), conteniendo cada
una de los compuestos en una concentraci�on del 1 %. Previo a lapreparaci�on de las
pastillas, el KBr se sec�o durante 1 hora a 100oC. Las pastillas se secaron bajo vac��o en
atm�osfera de P2O5 a temperatura ambiente durante al menos 2 horas previo a la toma
del espectro.
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