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Resumen

En este trabajo de Tesis, se estudiaron nuevos compuestos de egefarmaceutico
sintetizados por el grupo del Dr. Ruken H. Manzo del Departam#o de Farmacia de la
Facultad de Ciencias Qumicas en la Universidad Nacional ded@doba. Estos compuestos
son derivados de las uoroquinolonas, una familia de agentestidacterianos sineticos de
amplia utilizacon en clnica [1]-[2]. Uno de estos compuest presenb polimor smo y fue
exhaustivamente estudiado por varias cnicas de estado 6.

Para los sistemas estudiados aqu, el rucleo d€C sem la primera opcbn para los
experimentos de CPMAS. Sin embargo, otros rucleos tambgfueron relevantes, en par-
ticular para el estudio de polimor smo. En particular, los sistsmas estudiados contienen
nitogeno y realizar CPMAS de '°N en abundancia natural es interesante para el aralisis
de las drogas, a pesar de requerir de muchas acumulacionesdtehila baja receptividad
de este rucleo.

Los derivados uoroquinobnicos contienen uor, y el *°F es un excelente rucleo para
RMN. A pesar de que en las etapas tempranas de la CPMAS para sistenoaganicos
haba problemas tecnobgicos para lograr el desacople degbones en experimentos que
involucraban *°F debido a la cercana en las frecuencias de resonancia'éle y H, actual-
mente este problema esh resuelto, o que nos permito estudidos compuestos utilizando
tamben este rucleo. Hay muy pocos ejemplos en la literaturale 1°F aplicada al estudio
de polimor smo, entre ellos los trabajos del grupo de Robin Kdarris [3]-[4] y del grupo
de R. M. Wenslow [5].

Hasta el momento no mencionamos la RMN dtH, que si bien es muy importante
en la RMN de estado Iquido, en la RMN de estado lido presentarpblemas a la hora
de obtener espectros de alta resolucon debido a la fuerte @maccon dipolar entre es-
tos rucleos que es muy difcil de remover. El primer uso déH de alta resolucon para
el estudio de polimor smo organico fue para elacido aminobezoico [6]. En esta tesis
hicimos uso de los avances tecnobgicos en estaarea y logmsrealizar experimentos de
alta resolucbn en'H a muy altas velocidades de rotacon que nos permitieron mder
aspectos cristaloga cos importantes de los polimorfos estindos.
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Captulo 1

Introduccon

Oh! Siempre llegaas a alguna parte, si caminas lo bastante

Lewis Carroll

1.1. Un poco de historia

El origen de la palabra farmacia es generalmente atribuidola palabra griega phar-
makon ("remedio"). Desde hace mas de 80.000 anos, en la erdepdtica, las personas ya
estaban interesados en la ora que los rodeaba y es muy difcieterminar el comienzo de
la practica farmacutica, ya que esta existe en el mundo rudientario desde antes de que
existiera la misma palabra.

Desde las mas antiguas civilizaciones el hombre ha utilizaccomo forma de alcanzar
mejora en distintas enfermedades productos de origen veégke mineral, animal o en los
ultimos tiempos sineticos. En un comienzo, combinar difeentes compuestos era consi-
derado un arte practicado lo por los sacerdotes y los doctst. Los primeros procesos
gumicos conocidos fueron llevados a cabo por estos artesamm la Mesopotamia, Egipto
y China. Muchos de ellos eran empleados en templos y palaciBs. los templos los sa-
cerdotes tenan tiempo especialmente para especular aceds origen de los cambios que
vean en el mundo que los rodeaba. Sus teoras generalmentvolucraban la magia, pero
tamben desarrollaron ideas de astronoma, matenatica y osmologa que utilizaron para
tratar de explicar algunos cambios que ahora son consideradpsnicos.

La primera cultura en considerar estas ideas de manera cietd fue la cultura griega.
Desde los tiempos de Thales, alrededor del ano 600 a.c., losofos griegos hacan espe-
culaciones bgicas acerca del mundo fsico en lugar de deyker de los mitos para explicar
los feromenos observados.

En la cultura romana existan numerosas formas de administralas sustancias uti-
lizadas para curar enfermedades. As, se utilizaban los elaetios como una mezcla de
varios polvos de hierbas y races medicinales a los que sedemda una porcon de miel
fresca. La miel adenmas de ser la sustancia que servira como vallo de los principios ac-
tivos, daba mejor sabor al preparado. En ocasiones se usaba asidamben se utilizaba
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un jarabe, el cual ya contena aaicar disuelta, en vez de agwy el conjunto se preparaba
formando una masa pastosa.

Es precisamente en la Edad Media donde comienza la actividaél darmacutico
separado del nedico. En su botica realiza sus preparacionesgistrales, entendidasestas
como preparaciones individualizadas de los remedios prées para cada paciente. En el
Renacimiento se va produciendo una separacon nas clara de &ctividad farmacutica
frente a nedicos, cirujanos y especieros, mientras que se va gwoiendo una revolucon
en el conocimiento farmaceutico que se consolida como cien@n la Edad Moderna.
La formulacon magistral es la base de la actividad farmacatica conjuntamente con la
formulacon o cinal, debido al nacimiento y proliferacion de farmacopeas y formularios,
y esta situacon contirua hasta la segunda mitad del siglo XIX.

La industrializacon tuvo un gran impacto en todos los aspects de la actividad far-
maceutica. Primero, llevo a la creacon de nuevos compuos que los farmaeuticos no
podan realizar por sus propios medios de manera individuabegundo, muchos irmacos
gue los farmacuticos podan elaborar, ahora se podan &dizar en la industria de manera
menos costosa y de mejor calidad. Tercero, la industria asuma fresponsabilidad que
tradicionalmente se volcaba sobre el farmaceutico, por la kkdad del medicamento.

A partir de este momento empiezan a aparecer los espec cos,geonsistan en medica-
mentos preparados industrialmente por laboratorios farmagaicos.

Los cambios que trajo al mundo la revolucon industrial enadraron apidamente
una aplicacon en la industria de compuestos farmacuticogspecialmente debido a los
desarrollos cient cos del siglo XIX. La manufactura a gran esda produjo un gran impacto
en la sociedad.

En la actualidad, las regulaciones y los aralisis que debeealizarse en cada etapa del
diseno y elaboracon de los irmacos y medicamentos son eagez mayores.

Cuando se desarrolla un nuevo compuesto de intees farmaad, la estructura mo-
lecular del mismo es generalmente conocida antes de comermzear los experimentos para
su determinacon en solucon. Sin embargo, es usual que la foa de dosi cacon nal con
gue se comercializa el medicamento no sea en estado Iquidopsam estado lido. El 80
% de los medicamentos actualmente disponibles en el mercad@igsentan como formas
de dosi cacon lidas con firmacos en estado lido.

Por mucho tiempo se ha sabido que los compuestos pueden existimaa de una forma
polinor ca [7]. La de nicon chsica de polimor smo es la h abilidad de una sustancia para
existir como dos o mas formas cristalinas que tienen difereay arreglos y/o conformaciones
de las mokculas en la red cristalina [8] (dando como resultacel mismo compuesto en
solucon). El concepto de polimor smo se ilustra de manera céica con el bien conocido
caso del carbono, que presenta 4 polimorfos lidos con praj@des muy diferentes entre
s (diamante, nanotubos, grato y fullereno).

En el caso de los lidos farmacuticos, Borka y Haleblian (109 publicaron un lista
de compuestos farmacuticos que inclua a 614 principiosctivos y 23 excipientes con
capacidad polinor ca. Algunos de esos irmacos, como el pazatamol, son lderes en el
mercado, y otros presentan una alta tendencia a formar polimfos, como es el caso de
los esteroides (67 %), sulfamidas (40 %) y barbitricos (63 %)
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Actualmente, la de nicon de polimorfo abarca a los lidoslibres de solventes, a los
solvatos y a los amorfos (ver Fig.1.1).

Los olidos amorfos consisten en arreglos desordenados deecuhs y no poseen una
estructura cristalina distinguible [9]. Si bien los lidos amrfos poseen propiedades intere-
santes desde un punto de vista farmacutico, como por ejemplmai mayor solubilidad,
no acostumbran a ser comercializados debido a su inferior eslialaid qumica, su may-
or higroscopicidad y su tendencia a cristalizar. Sin embargoxisten principios activos
comercializados en forma amorfa debido a su mayor biodispahdad. Tal es el caso de
la Novobiocina [10]. En su forma cristalina, es poco absorbidarpel organismo y llega
a alcanzar niveles en sangre insu cientes, en claro contrastenda elevada velocidad de
absorcon de la forma amorfa.

Existe una tercera posibilidad en la que un principio activo pede ser obtenido (ver
gura 1.1). Los "solvatos" son fases ®lidas en las que mokcidade disolvente ocupan
posiciones regulares dentro de la estructura cristalina. Algaa familias de firmacos como
los esteroides y sulfonamidas son especialmente proclives anforsolvatos [11].

—— 1 s e s e Polimorfos

S ‘ . 1

; \"\§- Amorfos
- - it 4
) b 4 o g i Solvatos

: — " . [ngrediente Farmacéutico
- Activo

L Molécula de solvente

Figura 1.1: Distintas formas ®lidas en que puede ser obtenido un compsto de intees far-
macutico.

El polimor smo es un feromeno interesante. Las formas poliar cas de un ingrediente
farmaceutico activo (IFA) pueden tener diferentes propieddes fsicas y qumicas, como
punto de fuson, reactividad qumica, solubilidad aparent tasa de disolucon, propiedades
opticas y mea@nicas. Estas propiedades pueden tener efestdirectos en la estabilidad
de los compuestos, su disolucon y biodisponibilidad. De esta mena, el polimor smo
puede afectar la calidad, seguridad y e cacia de los medicam@s. En la gura 1.2 se
muestra las diferentes morfologas de tres polimorfos dehigbbtico Nor oxacina [12].
Los polimorfos di eren, en principio, en todas sus propiedad. De all que sea de gran
importancia producir el polimorfo deseado. La aparicon déliferentes polimorfos es muy
sensible a las condiciones de elaboracon, y se han registradsas de desaparicon de
polimorfos [13] asi como tamben de irreproducibilidad deok mismos. Los problemas con
el cambio polinor co pueden ocurrir durante el proceso de aboracon, empaquetamiento
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Polimerfo B

Palimorfo C

Figura 1.2: Diferentes morfologas observadas a traves de microscop electonica de rastreo
(SEM), correspondientes a los tres polimorfos del antibdico Nor oxacina obtenidos por cristal-
izacon.

0 almacenamiento.

Un caso paradigmatico que ilustra este concepto es el de Ritongwn firmaco para el
tratamiento del sndrome de inmunode ciencia humana (SIB) [14]. Este haba sido pro-
ducido y comercializado durante 18 meses, hasta que se detedorante la produccon,
un nuevo polimorfo mas estable y la mitad de soluble que el amter. El laboratorio se
vio forzado a retirar el medicamento del mercado, puesto que sienor biodisponibilidad
haca que las dosis prescritas fueran insu cientes desde un pare vista terapeutico. Nat-
uralmente, las perdidas ecoromicas fueron muy cuantiosag,el fabricante se vio obligado
a cambiar la formulacon, teniendo que suministrar el medigaento como una @psula con
el principio activo predisuelto.

El polimor smo en los compuestos de intees farmacutico nes un hecho aislado, se
sabe que el 90% de los compuestos tienen nmultiples formas, ePd&ene polimorfos, el
38 % tiene formas hidratadas y el 30 % solvatos [15]. Por lo tantson necesarias ecnicas
analticas en estado lido para la caracterizacon de lasuevas entidades qumicas en las
etapas de desarrollo y comercializacon.

El aumento en los requerimientos de las autoridades reguats y los problemas de
patentes revolucionaron las actitudes de las companaaaceuticas desde comienzos de
los anos 90. Desde entonces, se han desarrollado muchas heergas para enfrentar el
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desafo de investigar la estructura qumica y cristaloga ca de diversos compuestos en
estado lido. En principio, los experimentos de difracap de cristales simples producen
mapas detallados de las posiciones abmicas en la celda waddasinetrica y esos trabajos
son considerados de gran valor en la caracterizacon de estagitido. Sin embargo, la
mejor estrategia para el estudio de compuestos en estado ®lidaramente involucra la
combinacon de varias tcnicas analticas complementaas.

La Resonancia Magretica Nuclear (RMN) es una ecnica que mid@ energa asociada
con la reorientacon de los rucleos en presencia de un campagretico ([16],[17]). El uso
de la espectroscopa de RMN en la investigacon farmacute tiene una historia larga y
exitosa, mayormente en la etapa de desarrollo del compuestoniaieutico.

En 1958, Lauterbur publi® el primer espectro de RMN de3C de CaCQ [18]. Sin
embargo, la ecnica no fue muy utilizada debido a la baja sermsiidad del rucleo y al gran
ensanchamiento de las Ineas de resonancia a causa de la inteom dipolar heteronuclear.

El comienzo de la alta resolucbn en los espectros de RMN &&C y otros rucleos
comienza en 1976, cuando Schaefer y Stejskal [19] mostrarongranera vez la potencial-
idad de la combinacon de las ecnicas de Rotacon aRngulo Magico (MAS), Polarizacon
Cruzada (CP) y Desacople de alta potencia de protones. En lassddecadas siguientes a
la aparicon de ese artculo, el uso de esta combinacon destnicas (CPMAS) fue mayor-
mente aplicada a polmeros sintticos y a materiales rela@nados con zeolitas y, aunque
algunos trabajos fueron realizados en compuestos farmateas organicos, fue recen en
losultimos 15 anos que el poder de la RMN de estado lido estaarea fue ampliamente
reconocido. Esta combinacon de nmetodos es necesaria paranaentar la sensibilidad de
RMN en estado lido y tamben para superar problemas asociadaon el hecho de que
la movilidad molecular es relativamente baja. De esta manenaropiedades como la inter-
accon dipolar, que es dependiente de la orientacon, sonrgmediadas de forma tal que
no tengan gran in uencia en las frecuencias de resonancia@peso que ocurre de manera
natural en estado Ilquido debido a los movimientos molecules).

La RMN de alta resolucon de estado lido es una herramientanaltica complemen-
taria a la cristalografa de rayos X, y provee informacon estuctural muyutil para estudiar
la estructura molecular.

La primera publicacbn mencionando la realizacon de un gpectro de CPMAS de*C
para una transicon de fase organica fue la de Becker, Suwelay Mehring [20] en 1978,
mientras que el primer informe de un espectro de CPMAS déC para un polimorfo
organico a temperatura ambiente parece ser el de Ripmeest@d] en 1980.

La ecnica de CPMAS es actualmente aplicada rutinariamentepero los experimentos
de RMN se han expandido hasta dar lugar a un gran rumero de expreentos so sticados,
gue comprenden una gran variedad de secuencias de pulsos pasponder a diferentes
preguntas, acerca de la movilidad molecular, las transformanes de fase y hasta sobre
la estructura molecular.

Tradicionalmente, la caracterizacon fsica de los irmacos se basaba en la difraccon
de rayos X en polvo (DRXP) y en los nmetodos ermicos como la d¢arimetra diferencial
de barrido (DSC) y la termogravimetra (TG). En los afnos 40 la espectroscopa IR se
convirtd en otra ecnica muy empleada. Sin embargo, ah@ se puede argumentar que la
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tecnica de RMN de estado lido es la ecnica por excelencipara la caracterizacon de
firmacos en estados lido.

La primera comparacon de dos polimorfos de intees farnautico mediante la ecnica
de RMN se publi® en 1980 [22] para el compuesto nolvadex. A fiade all se publicarion
algunos trabajos sobre dicha ecnica en la decada de los @80, especialmente de los
grupos de Stephen R. Byrn y Robin K. Harris, pero las empresas fi@euticas seguan
sin apreciar el potencial de la RMN en estado lido.

En el ano 1989, Etter y Vojta publicaron un trabajo sobre el usde la espectro-
scopa de RMN en estado olido junto con la cristalografa de ayos X para estudiar la
estructura de lidos farmaceuticos. As, feromenos talexomo el polimor smo, nultiples
mokculas por celda unidad asinetrica, desorden, interaamnes puente hidiogeno inter e
intra moleculares, tautomerismo y solvatacon fueron estuddos por espectroscopa de
RMN en estado lido. Su trabajo demosto que el aralisis estretural y conformacional
de lidos farmaceuticos por ecnicas espectrosmpicas ge difraccon provean informa-
con complementaria. Por lo tanto, una caracterizacon ompleta de los compuestos debe
incluir ambas ecnicas.

Una de las ventajas de la RMN es la habilidad de estudiar sistemagegno pueden
analizadas por difraccon de Rayos X. Las formas amorfas, pefemplo, por lo general dan
muy buenos resultados en RMN. La RMN tamben es muy util para @tectar desorden
estructural [23],[24]. Otra ventaja es la posibilidad de reiaar experimentos en funcon de
la temperatura, en el rango de -15C a 200C.

La cristalografa de RMN es una disciplina emergente para aggar a las reconocidas
areas de cristalografa de rayos X, de neutrones y electdna. Su poder reside en parte,
en su naturaleza complementaria a los netodos de difracop y al resolver problemas
estructurales en estado lido va a ser necesario usar dos e@sa la vez.

Mencionemos algunas de las debilidades de DRX. Es una eanigue se basa en orden
de largo alcance, es por ello que se necesitan cristales de unaamrazonable. El factor
determinante de los experimentos es la densidad electioaig no la posicon de los rucleos.
Losatomos de'H no pueden ser bien localizados, especialmente en presenciatdenos
pesados. El desorden en los compuestos puede traer problemasgpnplo, no se puede
obtener informacon estructural para los ®lidos amorfos, inse pueden estudiar materiales
heterogeneos.

Es por esto que la RMN de estado lido nos permite estudiar vasiaspectos que
no se pueden analizar mediante DRX. Los espectros de RMN depemndel entorno local
del rucleo estudiado. As, es posible obtener informaconnmediata acerca de la unidad
asinetrica. Se pueden medir distancias internucleares a tes de las constantes de acople
dipolar. Permite estudiar desorden espacial y diramicoy es pible analizar materiales
heterogeneos.

Uno de los atributos mas poderosos de la RMN como herramientarpanvestigar la
estructura qumica es la posibilidad de acceder a diferentescleos y por lo tanto estudiar
un amplio rango de elementos. De hecho, todos lo elementos otopos no radiactivos
tienen al menos un nuckido magretico excepto el Argn y elCerio. Adenas, la RMN
es muy espec ca, es decir, cada nucleido tiene su rango de mgocia en un campo
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magretico dado y se superponen en casos muy raros. Entonces, ldsrdntes elementos
que forman un dado compuesto pueden ser estudiados por RMN, losezss de cada
uno de estos rucleos proveen informacon complementaria.

Es importante notar que la RMN es una ecnica multinuclear o destructiva que puede
mostrar el entorno qumico de determinados rucleos dentrale la mokcula. Adenas, es
una ecnica cuantitativa que debe usarse junto a otras tcrmas de estado lido como
la TG, DSC, Microscopa Optica y ecnicas de difraccon de rayos X (de polvo y de
monocristal), para la investigacon de armacos.

El aralisis de diferentes compuestos de intees farmaeigo por RMN en estado li-
do puede proveer informacon crucial que generalmente dire informacon contradictoria
brindada por otras ecnicas analticas tales como la esp&oscopa Infrarroja con Trans-
formada de Fourier (FTIR), la difraccon de rayos X y netodos ermicos de aralisis.

1.2. Nuestro Trabajo

En este trabajo de Tesis, se estudo nuevos compuestos de intelesmacutico sin-
tetizados por el grupo del Dr. Ruken H. Manzo del Departament de Farmacia de la
Facultad de Ciencias Qumicas en la Universidad Nacional ded@doba. Estos compuestos
son derivados de las uoroquinolonas, una familia de agentestidacterianos sineticos de
amplia utilizacon en clnica [1]-[2]. Uno de estos compuest presenb polimor smo y fue
exhaustivamente estudiado por varias ecnicas de estado %d.

Para los sistemas estudiados aqu, el rucleo d€C sem la primera opcbn para los
experimentos de CPMAS. Sin embargo, otros rucleos tambgfueron relevantes, en par-
ticular para el estudio de polimor smo. En particular, los sistsmas estudiados contienen
nitogeno y realizar CPMAS de '°N en abundancia natural es interesante para el aralisis
de las drogas, a pesar de requerir de muchas acumulacionesdtebila baja receptividad
de este rucleo.

Los derivados uoroquinobnicos contienen uor, y el °F es un excelente rucleo para
RMN. A pesar de que en las etapas tempranas de la CPMAS para sistenoagnicos
haba problemas tecnobgicos para lograr el desacople degbones en experimentos que
involucraban °F debido a la cercana en las frecuencias de resonancia'® €y 'H, actual-
mente este problema esh resuelto, o que nos permito estudidos compuestos utilizando
tamben este rucleo. Hay muy pocos ejemplos en la literaturae °F aplicada al estudio
de polimor smo, entre ellos los trabajos del grupo de Robin Kdarris [3]-[4] y del grupo
de R. M. Wenslow [5].

Hasta el momento no mencionamos la RMN d¥H, que si bien es muy importante
en la RMN de estado Iquido, en la RMN de estado lido presentarpblemas a la hora
de obtener espectros de alta resolucon debido a la fuerte @maccon dipolar entre es-
tos rucleos que es muy difcil de remover. El primer uso déH de alta resolucbn para
el estudio de polimor smo organico fue para elacido aminob@zoico [6]. En esta tesis
hicimos uso de los avances tecnobgicos en estaarea y logasrealizar experimentos de
alta resolucbn en!H a muy altas velocidades de rotacbn que nos permitieron mder
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aspectos cristaloga cos importantes de los polimorfos estliados.



Captulo 2

Resonancia Magretica Nuclear
(RMN)

Basta un poco de espritu aventurero para estar siempre sasfechos, pues en esta vida,
nada sucede como deseabamos, como suponamos, ni como Emos previsto.

Noel Clara

2.1. Elementos Basicos

Muchos rucleos abmicos en su estado fundamental tienen unamento angular de
espn, J, distinto de cero y un momento magretico asociado a este momenangular de
espn que est dado por

~= 3 (2.1)

Donde es el factor giromagretico y es una constante caractersticde cada tipo
de rucleo. Con pocas excepciones, el orden de magnitud de ssttomentos magreticos
est 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 vectoriadla magnetizacon
neta M, proveniente de los rucleos en una muestra en presencia de am@o magretico
aplicado B, es la suma vectorial de los momentos magreticos individualeasociados a
cada rucleos (ver gura 2.1) [25].

X
M = ~ (2.2)
i
en donde~; es el momento magretico asociado con etsimo rucleo (~ = Jj) .
Entonces, podemos escribir la magnetizacon neta de la muestcomo

M= 3 (2.3)
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Figura 2.1. Modelo chsico de la formacon de la magnetizacon neta en una muestra.

En la ecuacon anterior, J es la suma de los momentos angulares de espn de cada

rucleo.
Si la muestra es colocada en un campo magretico unifornBg se produce un torque

T sobre el vector magnetizacon,

d
T=-3 2.4
at (2.4)

y en este caso tenemos
T=M By (2.5)
Combinando las ecuaciones 2.3-2.5 podemos escribir
dvt

—= M B 2.6
g 0 (2.6)

gue describe el movimiento del vector magnetizacof en el campdB . La magnetizacon
va a precesar en torno &8, manteniendo unangulo constante con el campo magretico
como se muestra en la gura 2.2. A la frecuencia de preceson selllema frecuencia de
Larmor. En la RMN el campo magretico aplicado es generalmenllamado B, y se lo
considera en la direccorz (BoK), de esta manera la frecuencia de Larmor queda de nida

como

!0: Bo (27)

La frecuencia de preceson tiene un signo de nido y su sentido &steterminado por

el signo del factor giromagretico .
Pensemos ahora en el efecto que tenda sobre los rucleos ldieggcon de ondas de
radiofrecuencia (rf). Las ondas de rf tienen asociadas a sllan campo magretico oscilante

(B1) que ser el que acue, junto al campo eshtico, en un expemento de RMN.



2.1. Elementos Basicos 11

Figura 2.2: Movimiento de preceson.

El campo de radio frecuencia (rf) es una de las herramientagsimportantes en RMN
y se aplica perpendicular &8,. Convencionalmente se representa al camf®, como la
suma de dos componentes circularmente polarizadas, cada ueadplitud B, y frecuencia
'+ . Una de estas componentes rotaa en el mismo sentido que la preme de los espines
y sel la responsable del feromeno de resonancia cuandg = ! ,. La otra componente
puede ignorarse ya que B<< By. Si realizamos una transformacon de coordenadas a
una terna que rote con frecuenciad,; en torno aB, logramos que el camp®, parezca
estacionario, a esta terna se la llamgerna rotante.

Resumiendo, en presencia de un campig, el vector magnetizacon va a precesar con
una frecuencid . Al aplicar un campoB ; con frecuencid s ,y enelcasoenqueg = !,
el vector magnetizacon aparece estacionario en la ternatamte. En efecto, el campd
es removido en esta terna y el campo efectivo esatico paraleh z es cero. Entonces, en
presencia de un pulso de rf, elunico campo que permanece endet rotante es el campo
B, y el vector magnetizacon precesar en torno al campo resalhte, que este caso €.,
con una frecuencia que denominaremos frecuencia de nutaci ; = B;. La direccbn
del campo magretico producido por el pulso de rf puede estar enalquier lugar en el
plano xy. La fase de un pulso, , , est de nida como elangulo que haceB; con el ejex
en la terna rotante.

En una terna que rota a! ,y con respecto &8, en ausencia de un pulso, la frecuencia
de preceson de Larmor es reducidadeg a! o ! alrededor deB,. Entonces, cuando
I 6 !, el campo efectivo longitudinal en la terna rotante ya no es ie y toma el valor
(Bo ‘). De esta manera, de nimos un campo magretico efectiv ¢

|
Bee = By — Kk+B; (2.8)

Y bajo esas circunstancias la magnetizacon precesa en torne By en la terna rotante
con frecuencia

= B (2.9)
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En los experimentos de RMN, generalmente decimos que los palsie rf voltean la
magnetizacon. Elangulo de volteo ¢ es elangulo que va a rotar la magnetizacon durante
el tiempo s que dure la aplicacon del pulso. De esta manera

if = |

1o (2.10)

Entonces, el pulso esta caracterizado por unangulo de volteg; y una fase . La
fase indica elangulo entre el ej y el eje alrededor del cual rota la magnetizacon. En la
gura 2.3 se muestra el efecto de un pulso copr = 5y ¢ = 5. La magnetizacon en la
direccon z es rotada en 990 alrededor del ejey dando una magnetizacon en la direccon
X.

Figura 2.3: Representacon de un pulso de 5 y

Analicemos ahora la misma situacon, pero desde un punto de vidtéeanico Cuantico.
Pensemos en un sistema simple, por ejemplo, un espn aislado en ahpo magretico
eshtico y uniforme de un experimento de RMN sin otras interagones presentes. El
Hamiltoniano () para un espn nuclear en un campo eshtico es

H= 7 B, (2.11)

donde "es el operador momento magretico nuclear B, el campo magretico aplica-
do. Este Hamiltoniano es generalmente conocido corilamiltoniano Zeeman Podemos
de nir el operador momento angular adimensiond, tal que 3 = ~f. De esta manera, el
operador *puede escribirse en erminos del operador de espn nucleariagnsional,

n= ~f (2.12)
Como en la seccon anterior, consideramosBy en la direccon z y de esta manera se
obtiene
H= ~MBo (2.13)

Las autofunciones de son las funciones de onda que describen los posibles estados
del sistema de espn en el camp®,. Como H es proporcional aly en este caso, las
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autofunciones deF son las autofunciones d&,, y se escriberjl;mi, dondel es el rumero
cuantico de espn nuclear. El rumero cuantico magretico m puede tomar 2 + 1 valores:
I,1 1,1 2,... 1.Los autovalores dei son las energas asociadas con los diferentes
estados posibles del espn. Estas energas son

Para un rucleo conl = % m = % hay dos autoestados posibles con energﬁsf.; L

2 ~Bo (ver gura 2.4). Estos estados se conocen como estados Zeeman.eharga

de transicon E entre los estados de espn es~By. En unidades de frecuencia, esto
corresponde d o, la frecuencia de Larmor en el modelo vectorial.

E/h

1 11

E =4— S
s 2 ‘2’ 2>
1 11
LT 3

Figura 2.4: Niveles de energa para un espn conl = %

Entonces, en una muestra de rucleos no interactuantes de esp%, cada sistema de
espn puede estar en uno de los dos autoestados. En equilibri@yhuna distribucon de
Boltzmann de los espines nucleares en estos dos estados posiblggmblacon p de cada
autoestado , esh dada por

E =kg T)
_peFEe

P =P e=m (2.15)

dondeE esla energqjllel autoestado . Para un espn % a Temperatura ambiente (Tamp
300°K), tenemos que . _ %e( Eim =ke Tamo ) 2
La magnetizacon neta de una muestra que contiene N espinesasentonces
P )
M=N ~pn= 1 ° (2.16)
|.)

~mB
o)

|
m=
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El cociente ;;“?0 es por lo general un rumero muy pequefo a Temperatura ambie,

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

P
N 2-2By Lo m? N 2-2(] +1)

M= ks T 21 +1 3kgT

donde ¢ es la susceptibilidad nuclear estatica. La proporcionalidade o con Tl es la
bien conocida Ley de Curie. Calculando las diferencias delpaciones paratH, 3C y °N
en presencia de un campo de 7.04 T como el que se encuentra en nudaboratorio
obtenemos los siguientes valores para la magnetizacon

Bo = oBo (217)

My, = 2:;04 10 °J=T
Muc = 1:42 10 8J=T
My = 7:;70 10 193=T

(2.18)

considerando N=1 mol, T=300K y teniendo en cuenta la abundancia natural de cada
uno de los rucleos.

La naturaleza de los autoestados y sus poblaciones respectigdaterminan todas las
propiedades del conjunto de sistemas de espines en la muestraylpdanto determina el
resultado de cualquier experimento de RMN. Por ejemplo, el walde expectacon de la
magnetizacon z, est dado por la suma de todas las contribuciones proveniest de cada
autoestado, escaleado por la poblacon de cada uno de ellos. gteevalor lo llamamos
promedio de ensamble de la magnetizacon y lo denotamos poniendo una barra sobre
la cantidad promediada

D E X D E
hni= ~0, = ~ p (, (2.19)
D E
donde ~ (, es el valor de expectacon de la magnetizacon enpara un espn en

el autoestado . Para un sistema de dos niveles, correspondiente a un esﬁ)raislado en
un campoB,, tenemos

= oy 3

(2.20)

11
l
—~
| =
s
|
©
=

=5 ~(py P 1)

dondep 10N las poblaciones de los respectivos estados de espn. En ®alabras, la
magnetizacon z corresponde a la diferencia de poblacon entre los dos sistesrie espines.
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Como mencionamos en la seccon anterior, un pulso de rf intrade un campo magretico
oscilante B 1(t) en el sistema de espines. Veremos que los autoestados del Hamétom
que describe este sistema son dependientes del tiempo y adenmas cambinaciones li-
neales de los estados Zeeman encontrados previamente. Esgsbo que diremos que el
campo oscilanteB ;(t) mezcla los estados Zeeman.

Escribamos el Hamiltoniano que describe al sistema de un espn eregencia de un
campo magretico externo y esaticoB, en la direccon z y un campo magretico oscilante
dependiente del tiempdB,(t) que vamos a considerar en la direccor. de esta manera,
el campo total experimentado por el rucleo sea

Brotal = ‘l\BlCOi! rf t) + Qa) (2-21)

El Hamiltoniano que describe la interaccon de un espit con un campo magreticoB

esta dado por
H= 2 B= -~ B (2.22)

y en este caso tenemos

H=  ~(Bo+ IKBico! 1) (2.23)

Haciendo la transformacbn a la terna rotante obtenemos

Ho= ~(Bo !'#)3+ Bil) (2.24)

Resolviendo la ecuacon de Schredinger dependiente dedtnpo, para un sistema com-
puesto por un espn% se obtiene

Q) = cu(t) % + ¢ 1(t) % (2.25)

donde

c(t)
c 1(1)

c%(O)cos(%! it) ic %(O)sen(%! 1t)
c %(O)cos(%! 1) + ic%(O)sen(%! 1t) (2.26)

Si calculamos el valor de expectacon de la magnetizaconen la terna rotante luego
de la aplicacon de un pulso en la direccorx se obtiene
1

hy®i = 5 ~(Py© P 3O)sen( 1) (2.27)

Vemos que el resultado es la magnetizacon inicial que temos en el eje multiplicada
por sen(! ;t), el mismo resultado que se obtiene en el modelo vectorial.
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2.2. Interacciones de Espn

Hasta ahora, las interacciones que hemos considerado sobre eésiatde espines han
sido aquellas interacciones con campos magreticos aplioackexternamente. La interaccon
con el campo esatico y uniformeB, en un experimento de RMN y la interaccon debida
a los pulsos de rfB ;. Sin embargo, hay fuentes de campos magreticos en el interde la
muestra que tamben afectan al sistema de espines y en muestrabdas pueden provocar
un gran ensanchamiento de las Ineas de resonancia.

Para un sistema de espines, el Hamiltoniano total del sistembf{) puede escribirse

como
Rr=H,+ Ay + Hes+ Hp + B, + |'ITQ (2.28)

Donde las principales interacciones son

H,, el Hamiltoniano Zeeman que describe la interaccbn de los é@sps nucleares
con el campo magretico externds .

H. , el Hamiltoniano de rf. Este es un Hamiltoniano dependiente déempo que
describe la interaccon de los espines con el campo externgédrdiente del tiempo,
Bi.

Hcs, el Hamiltoniano de Corrimiento Qumico (CS por sus siglas emges, Chemical
Shift) que describe el efecto del apantallamiento electico de B, sobre los espines
nucleares.

Ho, el Hamiltoniano de acople dipolar que describe la interacti espn-espn a
trawes del espacio.

H;, el Hamiltoniano de acople J o Hamiltoniano de acople escalaestribe la in-
teraccon magretica indirecta entre los espines nucleasemediada por la presencia
de electrones.

, iltoni uadru . u iltoniamu [
Ho, el Hamiltoniano de acople cuadrupolar. Este es un Hamiltoniangue describe
la interaccon de los rucleos que poseeh> % con el gradiente de campo ekctrico.

En un experimento de RMN, el campd es, en general, variosordenes de magnitud
mas grande que cualquier campo local originado en el interi de la muestra. De esta
manera, muchos de estos campos locales tienen efectos demtries sobre el sistema de
espines (en equilibrio). Lasunicas componentes de los cansplocales que tendian efecto
sobre el sistema sean

las componentes paralelas o antiparalelas al campo aplica8ly y

las componentes que precesan en el plano perpendicular al paraplicadoBg a la
frecuencia de Larmor o con alguna frecuencia cercana a ella.
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Las componentes paralelas (o antiparalelas) al camBg se suman (o restan) &8, y por
lo tanto alteran las energas de los estados de espn que es@eterminadas por el campo
total paralelo a By. Las componentes perpendiculares B que precesan cercanas a la
frecuencia de Larmor estin relacionadas a los pulsos de rf. 80 ya hemos visto, tales
campos mezclan los estados Zeeman.

A continuacon, describiremos las interacciones mas imptantes para nuestro trabajo
de Tesis y consideraremos brevemente el efecto de cada una ke abbre el espectro de
RMN.

2.2.1. Corrimiento Qumico

El corrimiento qumico es probablemente una de las inter&@mones mas importante en
RMN. Como es muy sensible al entorno local, ayuda a distinguir esps que se encuen-
tran dentro de diferentes grupos qumicos, por ejemplo losicleos de *3*C de los grupos
aromaticos, CHz-, CH,- y COOH tienen corrimientos qumicos lo su cientemente diéren-
tes como para distinguirlos.

Los rucleos en una muestra estin rodeados por electrones. Erepencia del fuerte cam-
po magretico eshatico By, los electrones cercanos al rucleo crean un campo magoeti
inducido, Bi,q, por lo tanto el espn nuclear experimenta un campo loc# ., que est da-
do por

BIoc = BO + Bind (2-29)

Corriente de
electrones

Campo
inducido

Figura 2.5: Mecanismo que produce el corrimiento qumico. Figura obtaida de ref. [26], ¢ 2008
John Wiley & Sons Ltd.

Este campo secundario contribuye al campo total sentido por elateo y por lo tanto
tiene la capacidad de modicar la frecuencia de resonancialdeismo. La interaccon
del campo secundario producido por los electrones con el lew es la interaccon de
apantallamiento qumico. El corrimiento en frecuencia qa provoca esta interaccon en un
espectro de RMN es el corrimiento qumico (CS).
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El Hamiltoniano de apantallamiento qumico actuando sobre mespn T es
Hes = ~T Bo (2.30)

En general, la distribucon electonica alrededor de un ncleo en una mokcula no
es eskricamente sinetrica. Por lo tanto, el tamafo de la coente electonica alrededor
del campo, y como consecuencia, el tamano del apantallaniienva a depender de la
orientacon de la mokcula dentro del campo aplicadd . El tensor de apantallamiento
gumico es un tensor reducible de rango 2 y puede representarse como

0 1
XX xy XZ
=@ ,, ,, A (2.31)
zZX zy 7z

Esutil descomponer al tensor de apantallamiento qumico emlos componentes, una
simetrica ( °) y otra antisinetrica ( 2°)

0 . . 1
XX §( xy T yx) g( xz T zx)
=@ %( xy T yx) yy syt ) A (2.32)
E( xz T zx) %( yz + zy) 2z
0 1
0 %( Xy yx) %( Xz zx)
=@y 0 2y ) A (2.33)
5( Xz zx) %( yz zy) 0

La raon de descomponer el tensor de esta manera, es que lodmponente sinetrica
va a afectar al espectro de RMN, como ya veremos nas adelanteorRo tanto, a partir
de ahora cuando mencionemosnos estaremos re riendo a la parte sinmetrica 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 Princip@{&S” ; ySEP ; z5EP), La
orientacon del SEP est determinada por la estructura eldonica de la mokcula que
contiene al rucleo estudiado y est jo con respecto a la moéula. Podemos imaginarnos
al tensor como un elipsoide jo en la mokcula y centrado en elicleo. Los ejes principales
de la elipse coinciden con los ejes principales del SEP delseny la longitud de cada
eje principal del elipsoide es proporcional al valor princgh del tensor asociado con ese
eje principal. Los tres valores principales del tensor de aptallamiento qumico SEP son
expresados generalmente como el valor isotopicg,, la anisotropa Yy la asimetra
Estas cantidades estain de nidas como

1
iso = é( fxEP + nyP + zSzEP (2-34)



2.2. Interacciones de Espn 19

= ZSZEP iso (2.35)
SEP SEP
0 = g (2.36)

¥4

Veamos ahora ®mo afecta el tensor de apantallamiento quicd a nuestras muestras.
En una muestra lida en polvo, todas las orientaciones moldares estin presentes. Cada
orientacon molecular implica una orientacon diferene de los ejes principales del tensor
de apantallamiento qumico con respecto al campB y por lo tanto tiene un corrimiento
gumico diferente asociado ael. De esta manera, el espectre RMN va a tener la forma
de un paton de polvo con Ineas provenientes de las difemées orientaciones moleculares
cubriendo un rango de frecuencias. Las Ineas de cada oriacibn se superponen formando
una Inea continua.

Espectro
del polvo

'l
N

Picos
Individuales

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

La frecuencia espectral total en unidades absolutas es la frencia de Larmor nas la
contribucon del corrimiento qumico

I = !0+ !CS (237)

Sin embargo, cuando se realiza un experimento de RMN no se midm®tesariamente
frecuencias absolutas; se utiliza una sustancia de referenciaayfriecuencia de las Ineas
de la muestra son medidas relativas a una Inea espec ca en egpectro de la sustancia
empleada como referencia. El corrimiento qumico,s, se de ne como

ref
so = ———— (2.38)
ref
Donde es la frecuencia espectral de la senal para el espn de ing2ye (¢ es la frecuencia
de resonancia del mismo espn en algun compuesto de referendthtensor de corrimiento
gumico correspondiente tiene los siguientes elementos
(ref)

= —7 (2.39)
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donde es el elemento  del tensor de apantallamiento para el espn de intees en
algin sistema de coordenadas, y es el elemento correspondiente del tensor de corri-
miento qumico en algun sistema de coordenadas. La anisotr@de corrimiento qumico

y la asimetra se de nen de la misma manera que para el apantaftaento qumico. Los
valores principales del tensor de corrimiento qumico se deminan $EP, SFP y SEP.
La anisotropa de corrimiento qumico ( ), la asimetra ( .s) y el corrimiento qumico
isotopico quedan de nidos como

cs — 131EP iso (2.40)
§3EP ZSZEP
cs — — SEp (241)
11
1
wm JE 242

Los corrimientos qumicos observados esan relacionadosrt el tensor de corrimiento
gumico mediante la relacon

1
= ot 5 (3cog 1+ ser? cos? ) (2.43)

donde y son losangulos polares que determinan la direccon del cama By en el
sistema de coordenadas de los ejes principales.

El corrimiento qumico es predominante a nivel intramolealar, pero tambgen tiene
aportes muy signi cativos a nivel intermolecular. Por ejemio, los corrimientos qumicos
son diferentes en diferentes solventes y para la misma mokz&n un Iquido o en un lido
tamben lo son. Incluso, los corrimientos qumicos pueden salistintos para mokculas
icenticas en el mismo cristal si la celda unidad del mismo contie mas de una mokcula,
como usualmente ocurre. Estas diferencias van a ser muy impatis para este trabajo
de Tesis, como veremos mas adelante.

2.2.2. Interaccon Dipolar

La interaccon dipolar es una interaccon que involucra gpares de espines [26]. El espn
I; genera un campo magretico que interactia con el espn vew |, y viceversa. El acople
dipolar acua a trawes del espacio y es apreciable entre ileos que se encuentran poximos
geonetricamente. EI Hamiltoniano para esta interaccon pede escribirse en coordenadas
eskricas como

Mo = b (Ap + Bp + Cp + Dp + Ep + Fp) (2.44)
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Figura 2.7: Representacon de la variacon de la posicon de la Inea de resonancia en un
monaocristal, en funcon de la orientacon de las mokcul as respecto al campd . Figura obtenida
de ref. [26], ¢ 2008 John Wiley & Sons Ltd.

Donde,
Ap = 11X 1 3cog
Bp = %1|1|k+|j|+k 1 3cog i
Cp = glilﬁﬂgl,'f sen j cos ji €
Dp = g|"|2k+|;|k sen j cos je ' (2.45)
Ep = lel'jser? e 2
Fo = gljl"ser? K€ K

losangulos j y jk son losangulos polar y azimutal, respectivamente, que forne vector
. 2 . .
internuclear rj, con el campoB,. Destacamos que+3— corresponde a la interaccon con
un campo local B, 1 Gauss. Mientras que el Hamiltoniano Zeeman
X
H,= -~Bp il

corresponde a la interaccon con un campo del orden de®@auss. De esto se deduce que es
posible tratar al Hamiltoniano dipolar como una perturbacm respecto de la interaccon
Zeeman. Aun nmas, si analizamos los erminos (2.46) que coofman el Hamiltoniano
dipolar vemos queB; C;D; E;F son erminos no diagonales y por lo tanto, son los que
van a producir transiciones entre los autoestados del Hamiltamo Zeeman.
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Debe tenerse en cuenta que si los espines son iguales=( ,) los niveles mezclados
por el ermino B son degenerados. En este caso el ermiBdebe ser conservado, ya que
es el que determina la forma correcta de los autoestados deesraero.

Con estas consideraciones se obtiene el Hamiltoniano dipolartcado o Hamiltoniano
Secular,HZ, respecto del Hamiltoniano Zeeman.

Para espines iguales tenemos

X 1
Ay = i 2718 S 1 h+ 1 Ig (2.46)
ik k
con
1 2.2
d = 5 r'3 1 3cod i (2.47)
jk

Mientras que para el caso heteronuclear (llamamdsal momento angular del espn de un
rucleo y S al del otro), escribimos

HY% =2hs!%S? (2.48)
Donde,
| S~21
bs = —5—=> 1 3cos s (2.49)
g 2

En este caso, la diferencia entreg y ! os siempre es mucho mayor que el ermino B,
ain cuandoT y S pueden corresponder a la misma especie nuclear {é()

La constante de acople dipolar contiene informacon acerade la distancia internu-
clear. El ermino entre paentesis en la ecuacon 2.49 cdiene informacon acerca de la
orientacon con respecto al campo esaticd . La interaccon dipolar nos da informacbn
muy util, por ejemplo, distancias internucleares (inter mdeculares e intra moleculares),
grado de orden en el sistema, etc. Esta interaccon, al depemdielangulo , lo sobre-
vive en medios anisotopicos como cristales lquidos o sulbs. Sin embargo, en RMN de
alta resolucon de estado lido esta interaccon es generakente indeseada debido a que
las Ineas resultantes son muy anchas, lo que lleva a tener po@solucon espectral. En
este caso, la interaccon dipolar es removida utilizando algas tcnicas experimentales
gue sean mencionadas nmas adelante.

2.2.3. Interaccon Cuadrupolar

Alrededor del 74% de los rucleos activos para la RMN tienen aspnayor a % A
diferencia de los rnucleos con espr}, la distribucon de carga ekctrica de los rucleos con
espnl; 1 no es eskricamente sinetrica. Por lo tanto, la energa deteraccon de estos
rucleos cuadrupolares con los gradientes de campo elctr de los electrones que lo rodean

depende de la orientacon del rucleo. EI Hamiltoniano cuadipolar puede escribirse como

Ho = Z(AQ + Bg+ Co+ Do+ Eg+ Fo) (2.50)
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donde

Aq = 3lZcos I? (2.51)
Bo = g(m +1 1,)ser? (2.52)
Co = g(l+lz+lzl+)sencose“) (2.53)
Do = g(l |, + 1,1 )sencosel) (2.54)
Eq = i—ilfsenze( 2) (2.55)
Fo = glzsenze(Zi) (2.56)

Losangulos y son losangulos polares que describen la orientacon del gade la
terna de laboratorio en el SEP del gradiente de campo ekato, y es la constante de
acople cuadrupolar que esta de nida como

_ €67 Q
h
En esta ecuacbn,e es la carga del probn,Q es el momento cuadrupolar ekctrico del

rucleo y q,, es la componentaz del tensor de rango 2 que describe el gradiente de campo
ekctrico.

De la misma manera que la interaccon de CS, la interacconuadrupolar puede ser
descripta por su anisotropa q

(2.57)

S
Q= —q)/yEP (258)

EP
z
Recordemos que el Hamiltoniano Zeeman esta dado por
ﬁz = ! 01\2 (259)

Si la interaccon Zeeman es el ermino dominante en el Hamdniano del sistema de
espines, luego, lo las partes seculares H@ afectaan a las energas de los estados del
sistema de espines. La parte no secular de la matriz é@ (en este caso los erminos no
diagonales de la matriz en la base Zeeman) son pequefos coagms con los erminos
provenientes del ermino Zeeman en el Hamiltoniano total. & lo tanto, tienen muy poco
efecto sobre los autovalores de la matriz diagonalizada del rhitoniano completo para
el sistema de esprii; + Hoq.

En estas circunstancias, las energas aproximadas del sisten@a&spn se encuentran
recurriendo a la Teora de Perturbaciones. Las correccios@ segundo orden son general-
mente su cientes para interacciones cuadrupolares que cangskesdoblamientos menores a
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1/10 del desdoblamiento Zeeman en el campo particular emptapara los experimen-
tos de RMN. Las correcciones a primer y segundo orden a los nagetle energa Zeeman
debido al acople cuadrupolar son

EWD = 4 (ezzl aQ )(|(| +1) 3m2)[%(3co§ 1) oco (cog 1) (2.60)
_ €qQ  ,m
EY = Ga )1, [—(l(|+1) 33+ §)

1
+ o810 +1)  12m? 3)[(% S0 D*6 gsereosz] o

+%(18|(|+1) 34m?  5)[— (18+ 5)(35cos’  30cos’ +3)

140

3 1

S qser? (7cog  1)coR + 7 5sen’ cos4 |

dondem denota el rumero cuantico magretico asociado con el nivefeeman particular.
De estas ecuaciones es posible notar lo siguiente

El primer ermino de la ecuacon 2.61 para la correccon asegundo orden de la
energa no depende de la orientacon del SEP; es un ermmisotopico. Este hecho
es muy importante ya que signi ca que el corrimiento isotopio que se observa
en cualquier espectro de un rucleo cuadrupolar tiene una dabucon del acople
cuadrupolar, asi como del corrimiento qumico usual.

El ermino de segundo orden es inversamente proporcional affecuencia de Larmor
I . De esta manera, la importancia de este ermino disminuye a meh que se
aumenta el campo externo aplicado.

2.2.4. Interaccon Dipolar Residual

Desde el descubrimiento de que en compuestos que contert4N las senales de los
carbonos ligados a estos rucleos presentaban desdoblamieném el espectro de RMN
en estado olido, se detectaron muchos feromenos similares les espectros de RMN
de estado olido de'*C y de otros rucleos con espn%, cuando se encuentran cerca de
rucleos cuadrupolares [27]. Este efecto involucra la transsbn de efectos cuadrupolares
(la existencia de una constante de acople cuadrupolar en el rucleo cuadrupolar) al
rucleo de espn % gue esh siendo observado. Estos efectos se transmiten a trawes la
interaccon dipolar magretica entre ambos rucleos, que au vez depende de la distancia
internuclear.

Analicemos con nas detalle esta situacon. Comencemos pensianque lo existe
interaccon Zeeman para un par de espines |y S, donde | tiengpa % y vamos a considerar
que S tiene espnl =1, de esta manera tenemos
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B, = H, + HS (2.62)

Para este Hamiltoniano tendremos el esquema para los nivelesederga que se mues-
tra en la gura 2.8. Las transiciones que van a afectar al rueb | sean 1! 4, 2 5y
3 6.

E/h
vV, /2+vg | B ‘,é,,1>
v, /2 . . el ‘——;,o>
v, [ 2—vg 4 ‘f%,l>
—v, 124y 7 I ‘%_,1>
~v, /2 2 20)
—v, 12— _— ‘%1>

Figura 2.8: Niveles de energa para un espn | conl = % y un espn S conl =1 considerando
®lo interaccon Zeeman.

Si ahora tenemos en cuenta la interaccon dipolar entre |1 y,3endremos el siguiente
Hamiltoniano para el sistema de espines
Azo = HY + Hs + Hi (2:63)

y observaremos una modi cacon en las frecuencias de transit como se muestra en la

gura 2.9. Considerandol—(}DS como una perturbacon al Hamiltoniano Zeeman, obtenemos
gue las frecuencias de transicbn en este caso son

va= 1 hbs( 3cos)
205= | (2.64)
na= 1 bs(1 3co )

donde elangulo es elangulo polar que forma el vector internuclear;s con el campo
aplicado.
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E/h

T b2 1

v, 124y, S S MO, A ‘7,71}
v, /2 R o)
v, 12—-vq Y ‘f%,l>
-V, 124V, s - ‘1,71>
-v,/2 7 NOR %o>
-V, /2-v; e v 1 e ‘%1>

Figura 2.9: Niveles de energa para un espn | conl = % y un espn S conl =1 considerando
interaccon Zeeman e interaccon Dipolar.

Veamos ahora que ocurre con los niveles de energa al inthacir el efecto de la inter-
accon cuadrupolar. En este caso, tenemos el diagrama de eygs que se muestra en la
gura 2.10 y el siguiente Hamiltoniano para el sistema de espines

B, = HY, + HS + HIS + Hy (2.65)

Aplicando la Teora de Perturbaciones y tomandd—(}DS y I—f\Q como perturbaciones al
Hamiltoniano Zeeman, podemos ver que las frecuencias de s@bn son

_ 9bs
pas o T
2a5= | + gbi (2.66)
2 s
_ 9bs
was o T

Los erminos que contienen el productdys provienen de una contribucon del Hamil-
toniano Dipolar combinado con contribuciones cuadrupolas. Esta contribucon est dada
por la llamada Interaccon Dipolar Residual.
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Figura 2.10: Niveles de energa para un espn | conl = % y un espn S conl =1 considerando
interaccon Zeeman, interaccon Dipolar e interaccon Cuadrupolar.

2.3. Operador densidad y Coherencias

Podemos de nir el operador densidad como

X
(t) = Pej «ih ] (2.67)
K

Para cualquier observable, el valor medio sobre el ensamble estiado por

Miy = Tr(A) (2.68)

A partir de la ecuacon de Schredinger, se puede deducir laceacon que satisface el
operador densidad

d o
& ©= ZH; ] (2.69)

A la ecuacon anterior se la conoce como ecuacon de LioudtVon Neumann y su
solucon formal viene dada por

(t)= U@ OU * (2.70)
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conU(t) = Texp i R& H’(\tfbdto. T es el operador de Dyson de ordenamiento temporal,
que de ne el orden a seguir en los casos en que el Hamiltoniano pnarouta a diferentes
tiempos.

Cuando el sistema se encuentra en equilibrio ermico con la relds probabilidadespyg
estin dadas por la distribucon de Boltzmann , entonces el sistna de espines puede ser
descripto por

el 1)

B= — %~ (2.71)

Trel «r)
Si consideramos la aproximacon secular, ©lo debemos terer cuenta la contribucon
de la interaccbn Zeeman @ = ~I,By), de esta manera el operador densidad queda

o 1)
B~ —  ms.l (2.72)

Trel =)

Luego de hacer una expansbn en serie de Taylor y truncando arper orden obtenemos
el operador densidad de equilibrio

-B
o T4l (2.73)

El operador unidad,l, no evoluciona en el tiempo, ya que conmuta con cualquier otr
operador que describe interacciones internas, y puede ser desj@do. Entonces, el estado
inicial de equilibrio en un campo magretico esttico orietado en la direccon z esa dado
por la suma de los operadores de momento angular individuaksz.

La de nicon de coherencia est basada en el desarrollo de laricon de onda temporal
j ( t)i del sistema en erminos de una base estacionaija.

X
jti= G (t)jii (2.74)
i=1

Una coherencia entre el estadoi y jsi existe cuando el promedio sobre el ensamble del
producto de los coe cientes s (t) = ¢ (t)c,(t) no se anula. Los elementoss (t) forman la
matriz densidad. Debe notarse que un estado coherente no es utoastado del operador
Hamiltoniano y es dependiente del tiempo.

Como vimos anteriormente, la interaccon Zeeman producenudesdoblamiento de los
niveles de energa de acuerdo a la direccon de campo y lafeliencia entre rumeros
cuanticos magreticos m,s = m, mg de ne el orden de la coherencia. En general, un
elemento de matriz s(t) representa una coherencia de ordg{p= m, mj).

Un caso especial de coherencia es la coherencia clantica sinfl@), o coherencia de
ordenuno ( m, = 1), que corresponde a un observable de la magnetizacon traessal.
Tal coherencia corresponde a una senal de RMN inducida en lbla de deteccon que
puede ser directamente observada. Esto puede verse representpdp las transiciones

1

entre dos niveles de energa% y 5 para un espn aislado! = % Consideremos
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Figura 2.11: Coherencias.

ahora un par de espine%, con cuatro niveles de energa Zeeman correspondientes a

i 1 1 11 1 1
los cuatro e_stados posibles, que den_otaremc% v 2 20 23 Y 2,2 quel
caso de espines homonucleares los niveles de energa corredipates a ; 5 y 55

estin degenerados y se tienen tres niveles de energa igualme espaciados (Figura 2.11).
Entonces, el espectro de RMN para las transiciones SQ permitiiea a ser una sola Inea
de resonancia. Este sera el resultado si no se tuviera en cuentaaebple entre ellos. Si
consideramos ahora la interaccon dipolar, vemos queestaddobla los niveles de energa,
El Hamiltoniano dipolar describe ese desdoblamiento. Este destlohiento es tal, que

ahora las dos transiciones SQ permitidas tienen diferentee@uencias. Por lo tanto se ve
un desdoblamiento de la Inea que depende de la magnitud delaple. La coherencia entre

los estados31 y 1 1 ,llamadas coherencias clanticas dobles (DQ), y entré 2

2
y %% , lamadas coherencia cwanticas de orden cero (ZQ), estarghibida’, esto signi ca
que no puede ser detectada directamente. Cuando estas considemes se extienden a

sistemas de mas de dos espines se habla de coherencias cuastiadtiples (MQ).
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Captulo 3

Experimentos Bsicos de RMN

Muchos anos desptes, frente al pelobn de fusilamientogl coronel Aureliano Buenda

haba de recordar aquella tarde remota en que su padre lo Ne a conocer el hielo. Macondo
era entonces una aldea de 20 casas de barro y canabrava counistas a la orilla de un ro
de aguas dafanas que se precipitaban por un lecho de piedrgulidas, blancas y enormes
como huevos prehisbricos. El mundo era tan reciente, que mchas cosas carecan de
nombre, y para mencionarlas haba que senalarlas con el de.

G. Garca Marquez

En el captulo anterior introducimos los conceptos kasice de la RMN. Mencionamos
®MOo se comporta la magnetizacon en presencia de campos metgos, clales son las in-
teracciones nmas importantes en el sistema de espines estudigdomo afectan al espectro
de RMN.

En este captulo, describiremos ®@mo es el equipo empleadarp realizar los exper-
imentos de RMN, y adenmas mencionaremos los experimentos sraimples conmunmente
empleados en RMN de estado lido que fueron aplicados a lompoiestos estudiados en
esta tesis.

3.1. El equipo de RMN

Los experimentos de RMN requieren de un campo magretico hogeneo. Para lograr
esto, los espectometros de RMN utilizan imanes supercondaces. En un iman supercon-
ductor el campo magretico se produce con una bobina hecha daterial superconductor.
Para mantener la baja temperatura necesaria en la bobina lo e hace es sumergirla
en Helio Iquido.

A presbn atmoserica, la temperatura de ebullicon del Helo Iquido es aproximada-
mente 4.2°K. Para reducir al maximo las perdidas por evaporacon deHe Iquido en la
zona de la bobinaesta debe aislarse ermicamente del exteridl disefo de los imanes se
realiza con una serie de @amaras conentricas como se muestrala gura 3.1. La @amara
central contiene el iman a 4.2°K y se encuentra rodeada por una amara de muy alto
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vaco. A continuacbn va una segunda @amara fra que contene nitogeno Iquido y luego
va una segunda @mara de alto vaco a temperatura ambiente300 °K).

4 N

Nitrogeno

/' Liquido

Helio
Liquido

“\. Bobina
superconductora

Figura 3.1: Esquema de un iman de RMN superconductor.

La Figura 3.2 muestra un diagrama en bloques para un espectetno tradicional de
RMN. Los espectometros de RMN para lidos se caracterizan adas por las siguientes
particularidades: poseen imanes superconductores de 89 mm dametro de ori cio in-
terno (dametro grande) para poder alojar los cabezales dde se ubica la muestra. Esan
equipados con cabezales MAS para obtener espectros de altalvesm. Poseen ampli -
cadores de rf de alta potencia para irradiar Ineas anchasngalizar desacople.

Enlas guras 3.3 se muestra el iman con el que contamos en el ahtorio y un cabezal

de MAS.

3.2. Feromeno de relajacon

Antes de comenzar con los experimentos de RMN, analizaremosesbmeno de rela-
jacon. Por relajacon entendemos a aquellos procesos queelven al equilibrio la mag-
netizacon cuandoesta ha sido perturbada por un pulso de rf. Bbemos considerar tres
tipos de procesos:

Primer tipo: relajacon espn-red o longitudinal, es la reeuperacon de la componente
de la magnetizacon a lo largo del campo extern8,. El tiempo caracterstico de
este proceso se denomink (Equacon 3.1) y es el que gobierna la velocidad a la
cual los pulsos de rf pueden ser repetidos en un experimento dienge un pulso y
adquisicon.
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" 2 b 0 |:>Computad0ra

| 3_|| >

Figura 3.2: Diagrama en bloques de un espectometro tradicional de RMNJ(1) cabezal, (2)
preampli cador de senal, (3) transmisor y ampli cador de potencia, (4) receptor, (5) detector y
(6) conversor anabgico digital.

Figura 3.3: (a) Iman superconductor de 7.02 T, equivalente a una frecuecia de 300 MHz para
protones. (b) Cabezal de CPMAS, en la gura insertada se muesin el portamuestra (0 rotor)
de 7 mm, la bobina y el estator.
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Mo M,=(My M,(0)e'™ (3.1)

En la ecuacon anterior M, es la componente de la magnetizacon paralela al campo
magretico externoB, y Mg es la magnetizacon de equilibrio ermico.

Segundo tipo: relajacon transversal o espn-espn. Es el daimiento de la compo-
nente transversal de la magnetizacon (M) relacionada con el "desfasaje de los
espines en el plano xy" (Equacon 3.2). El tiempo caractestico se denominal, y
esh relacionado con el ancho de Inea de la senal de RMN.

Muy (1) = M,y ()™ (3.2)

Tercer tipo: relajacon espn red en el sistema rotante: golerna el equilibrio de la
magnetizacon perpendicular aB, en presencia de rf. El tiempo que caracteriza este
proceso se denomindy

_t
M (t) = Moe'™ (3.3)
Para lidos, se cumple la siguiente relacon entre estos treeinpos de relajacon

To<<T; <<T, (3.4)

siendoT, del orden de decenas de microsegundds, del orden de decenas de milise-
gundos yT; desde varios segundos hasta horas.

3.3. Experimento de un pulso

El experimento mas simple que puede realizarse en RMN es el ekmento de un solo
pulso. El esquema de la secuencia de pulsos esh representada eguea 3.4.

Analicemos el efecto de esta secuencia sobre la magnetizacehsistema. Si se aplica
un pulso de ) , la magnetizacon, inicialmente en equilibrio (,) es volteada al plano
X y donde precesa en torno al eje. Esta preceson produce un ujo magretico en la
bobina que rodea a la muestra, generando una fuerza electrdrzo(fem) que puede ser
detectada. Esta senal se denomina senal inducida por decantadibre (FID) (ver gura
3.5).

Como la magnetizacon transversal es un estado de no equilibrila FID decae con el
tiempo por interferencias destructivas de varios orgenasn constante temporall, . Si se
hace una Transformada de Fourier (FT) de la misma, se observa un espo de frecuencia
centrado en! ;3 cuyo ancho est relacionado con el tiempo de decaimiento @eRID. Si en
la muestra hay rucleos iguales, pero con diferentes entorneste hecho se manifestaa en
una diferencia en el valor del campo esttico local y consecuemente en una diferencia
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Adquisicion

Figura 3.4. Experimento de un pulso.

Bobina

B " /

T

Espectro

Sefal de
y RMN de RMN

Transformada

Magnetizacion de Fourier

Transversal

Figura 3.5: Generacon de la senal de RMN

en las frecuencias de precesbn. Esto da lugar a que el especingestre varias Ineas de
resonancia, una para cada sitio distinto.

En general, se deben realizar varias repeticiones conse@sivel experimento para
acumular datos y conseguir una buena relacon senal-ruidél tiempo que se debe esperar
entre cada experimento est determinado porF; y es aproximadamente ;. Observando
la ecuacon 3.1, vemos que la magnetizacon longitudinade recupera un 99 % cuando se
ha esperado ;.

3.4. Rotacon al Angulo Magico (Magic Angle Spin-
ning (MAS))
La diferencia entre la RMN de estado lquido y la RMN de estadoatido radica prin-

cipalmente en el grado de movilidad molecular. En los Iqdps, las mokculas son libres
para realizar movimientos de rotacon y traslacon de mang isotopica. La rotacon es
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particularmente importante porque promedia a cero interagones que tienen dependencia
orientacional. Por lo tanto, en Iquidos, todas las interaciones anisotiopicas que dependen
del ermino (3cos 1) (ver seccon 2.2 para mas detalles) no son observables de reaa
directa. Las Ineas espectrales son angostas y relativametrtigen resueltas.

En RMN de estado olido la situacon es diferente. Los movimigos rotacionales de
las mokculas eshan restringidos, por lo tanto la mayora ddas interacciones anisotiopicas
permanecen. Adenas, en el caso de muestras en polvo que consistenregran rumero
de pequenos cristales, cada cristal tiene su propia orientatiangular, como resultado se
obtienen Ineas espectrales anchas. De esta manera, para olgieuna alta resolucon en
RMN de estado lido se necesita imitar los procesos de promediague se producen
en un Iquido.

El ermino rotacon alangulo rmagico se re ere a una rotacon fsica de la muestra
a unangulo de 54.?7, que llamaremos angulo nmagico, con respecto a la direccbz del
campoB,. En el ano 1959 Andrew [28] y Lowe [29], de manera simulanedgscubrieron
que al rotar la muestra alrededor de este eje se consegua un tfate angostamiento de
las Ineas espectrales. Para acercarnos a un espectro similahgae se obtendra en estado
Iquido, se utiliza la ecnica llamada MAS (Magic Angle Spinning, Rotacon al Angulo
Magico). Para entender por que esta ecnica es tan exitosalanomento de angostar las
Ineas de resonancia, recordemos que la interaccon de damiento qumico, la interaccon
dipolar, y la interaccon cuadrupolar de primer orden tieren la misma dependencia angu-
lar. Para un tensor axial sinmetrico, la parte espacialmente geendiente de la frecuencia de
un cristal puede expresarse com(’%((:%cos2 1)), donde denota elangulo entre la direc-

con del tensor y el campoB . Entonces, para una muestra esttica, no hay corrimiento
de frecuencia anisotiopico para aquellos cristales con= 54;7

Pensemos en el dispositivo experimental que muestra la gura 3% rotamos la mues-
tra alrededor de un eje inclinado unangulo g con respecto al campo aplicado, entonces
elangulo que describe la orientacon del tensor de interaba jo a una mokcula dentro
de la muestra, vara con el tiempo mientras la mokcula rotacon la muestra. El promedio
de (og r 1) en este caso es

3co¢ 1 = %(30032 r  1)(3cosg 1) (3.5)

donde losangulos r y eshn de nidos en la gura 3.6. Elangulo es entre el eje de
los ejes principales del tensor de interaccon y el eje fsicde rotacon de la muestra; g es
elangulo entre el campo aplicado y el eje de rotacon; es elangulo entre el eje principal
z del tensor de interaccon y el campo aplicad®,. Elangulo est jo para un rucleo
en una muestra lida, pero al igual que toma todos los valores posibles en una muestra
en polvo. Elangulo r puede modi carse externamente. Si colocamog igual a 54.7,
luego (Xos 1) =0, por lo tanto el promedio8cos  1i tambén es cero. Entonces,
como la velocidad de la rotacon es lo su cientemente alta coo para que promedie
apido comparado con la anisotropa de la interaccon, laanisotropa de la interaccon se
promedia a cero.

Esta ecnica promedia la anisotropa asociada con cualquieinteraccon que genere
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un corrimiento en las energas Zeeman del sistema de espines$,ciamo la anisotropa de
corrimiento qumico y el acople dipolar.

Si la frecuencia de rotacon no es su cientemente \|pida coparada con el rango de
frecuencias que cubre la interaccon, o sea 3 0 4 veces mayaparecen lo que se llama
bandas rotacionales. Estas son Ineas angostas que aparecenaditon a la Inea de
corrimiento qumico isotopico. Sus posiciones en frecuem respecto deesta son n g
(n=1, 2,...), por lo que cambian con la velocidad de rotacon el la muestra, no as la Inea
isotopica.

B Eje z principal del tensor
Q de apantallamiento

Tensor de
apantallamiento

Figura 3.6: Esquema ilustrando el dispositivo experimental para reatiar rotacon al angulo
magico (MAS).

3.5. Desacople

Los acoples entre los espines nucleares generan un ensanaramisigni cativo de
las Ineas espectrales. La interaccon dipolar actia a traes del espacio y puede alcanzar
cientos de kHz en magnitud, mientras que el acople indirectadopleJ) es por lo general
mas chico y requiere que los rucleos esen ligados qumamente.

Para obtener espectros de alta resolucon utilizando RMN destado lido es nece-
sario eliminar estas interacciones de acople, particularnterias de caacter dipolar. En
principio, esto se podra lograr con MAS; sin embargo, generaémte ocurre que no es
posible alcanzar las velocidades de rotacon necesarias.

3.5.1. Desacople Heteronuclear

El 3C es un rucleo diluido, ya que la abundancia natural de estecpo del °C
es baja, del 1.1.%. Entonces, los acoples dipolares entresiinismos son muy cebiles y
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pueden eliminarse con MAS a velocidades relativamente bajas 8mbargo, lo que suele
ocurrir es que en los sistemas que contienBiC hay muchosatomos de hidogeno, y como
los *H tienen una abundancia natural muy alta, la interaccon dpolar *H-*3C es grande.
Una constante de acople dipolar tpica para un patH-*3C (a una distancia de 1A) es de

aproximadamente 30 kHz.

El ejemplo mas simple de desacople heteronuclear es el de oodatinua (Continuous
Wave, CW) [30], que consiste en la aplicacon de un pulso de rfr@muo de fase ja por el
tiempo que dure la adquisicon de la FID. Utilizando la Teora de Hamiltoniano Promedio,
es posible ver que durante el perodo de irradiacon el opador [, precesa de tal manera
que el Hamiltoniano Dipolar se anula para un perodo entero diex preceson y tiende a
cero para tiempos largos de irradiacon.

Tamben, hay secuencias multipulsos nas so sticadas que son ghiamente utilizadas
para desacople heteronuclear en RMN de estado lido. En estaliajo vamos a utilizar
la secuencia de pulsos llamada TPPM (two-pulse phase modulateths pulsos con fase
modulada) [31]. Esta es una de las secuencias mas empleadasapaalizar desacoples
heteronucleares y consiste en repetir bloques de dos pulsos 68 Xon fases (+) vy
(")

Para lograr un buen desacople es posible que se necesiten padsniiuy altas (por
ejemplo, en sistemas CHmuy rgidos). El desacople de protones de alta potencia es mec
sario y efectivo para la observacon de cualquier rucleo dildo en sistemas que contienen
1H. La e ciencia del desacople aumenta a medida que aumenta latgacia del campo de
rf. Experimentalmente, hay que ser muy cuidadoso para encoatrel nivel de potencia
gue optimiza el desacople sin danar el cabezal.

3.5.2. Desacople Homonuclear

La interaccon dipolar homonuclear tiene probablementel@nayor impacto en la espec-
troscopa de 'H de estado olido, ya que la magnitud de esta interaccon puedalcanzar
los cientos de kHz. Este hecho se ve acentuado debido a la grartidad de protones que
por lo general estin presentes en los compuestos estudiados,dtanomo resultado una
red de espines fuertemente acoplados que son muy difcilesddsacoplar. Es por esto que
los espectros déH en estado lido suelen consistir de una sola Inea muy ancha, des
de 50 kHz de ancho. A pesar de que MAS ayuda a disminuir este anche,Jalocidades de
rotacon necesarias para eliminar totalmente la interacmn dipolar homonuclear son muy
difciles de alcanzar, es por esto que se deben aplicar secugnenultipulsos para lograr
este objetivo.

En este trabajo vamos a utilizar en particular la secuencia deegacople homonuclear
desarrollada por Lee y Goldburg (LG). En el ano 1965, Lee y @blurg publicaron un
trabajo [32] en el que rln&s_traron gue si se aplica un campo de rfr@sonance que satisfaga

larelacon LG=!;= 5 2, se produce un campo efectivo en la terna rotante inclinadb a

angulo magico ., = tan (' 2) con respecto al campo magretico estticd,. Cuando se
cumple esta condicon, los espines precesan apidamente ediedor de este eje nagico, lo
gue resulta en una cancelacon de los dos primeros ermindel Alfabeto Dipolar. Lo que
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se consigue entonces es el mismo resultado que se obtiene al ratandestra fsicamente
en torno a un eje que forma unangulo de = 54;7 con el campo magretico externo como
en un experimento de MAS. De esta manera se logra obtener un espede los rucleos
abundantes con una mejor resolucon.

3.6. Polarizacon Cruzada (Cross Polarization (CP))

Para realizar RMN en estado lido de rucleos diluidos de espl = % como por
ejemplo 3C, 2°Sj, 1°N, la ecnica de MAS es combinada con la de Polarizacbn Cruzia
(CPMAS).

La observacon de esta clase de rucleos presenta una serie debemas:

La poca abundancia natural del rucleo implica que la relaxi senal ruido es inevi-
tablemente pobre.

Los tiempos de relajacon de los rucleos con poca abundaamatural suelen ser
muy largos. Esto se debe a que la interaccon dipolar homonualefuerte, que puede
estimular la relajacon espn red, est ausente. Los largosiémpos de relajacon
hacen que el tiempo que hay que esperar entre adquisiciones sagam

Ambos problemas se pueden resolver utilizando la secuencia déspsi que se muestra
en la gura 3.7. en donde los rucleos diluidos'¢C en este caso), obtienen su magnetizacon
de la red de espines abundantes vecinos. En este caso asumimos quéksopero puede
ser cualquier rucleo abundante de espr%.

Desacople
CP Heteronuclear
Adgquisicion

\M ﬂ L TPV
fh

CP

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

El proceso de polarizacon cruzada es mediada por la intek@n dipolar entre los
espines de'H y los espines del rucleo diludoS. De manera simple, la transferencia de
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polarizacon puede explicarse de la siguiente manera [25Jodo radica en transformar el
problema a una terna rotante doble. En esta terna doble rotaetlos espines de I son
considerados en una terna en la cual todos los campos magresi debido a pulsos d&H
parecen estticos, de la misma manera son considerados los aod diluidos. Un pulso
inicial de 90 en 'H crea una magnetizacon a lo largo del eje y en la terna rotante de
'H, como se muestra en la gura 3.8. Luego, se aplica un pulso de cataen'H en .

El campo debido a este pulso (a lo largo dey) es conocido como campo de spin-lock y
lo llamaremosB ;(*H).

Terna rotante de 'H z z

—_
Magnetizacién Magnetizacién
B,("H) de 'H B,("H) de 'H
S
>
A A A PP WS
1 ee P TEY Py
¥uB;("H)

w,(*H) 2 A A4 A4S
435848888 o 548848 o
Terna rotante de S z z

e
Magnetizacion Magnetizacion
B1(S) de S B1(S) de S
i —
¥
A A A A A AN
—eeee— s e Bs
1sB1(S)

W) A4 A A A A A AAAADA

_[5_@_\" " )—'\1)— Og -(] '.ﬂ\',—é—([z %/-\I)-é‘ Og

Figura 3.8: Explicacon del experimento de Polarizacon cruzada (CP).

Este campoB1(*H) actia sobre la magnetizacon de'H en la terna rotante de la
misma manera en qué , acta sobre la magnetizacon de equilibrio de'H en la terna de
laboratorio en ausencia de pulsos de rf. Entonces, este campo tigare la magnetizacon
a lo largo del eje y. Este campo de spin-lockB;(*H) es elunico campo que actia sobre
los 'H en la terna rotante y actia como eje de cuantizacbn parads espines déH en la
terna rotante durante el pulso de contacto. Vamos a describins estados de los espinés
en la terna rotante durante la aplicacon del pulso de contdo como 4 y 4, donde 4
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corresponde a un estado con la componente de espn cuantizadagiela aB;(*H)y
corresponde a un estado con la componente de espn cuantizaddiaralela a B ;(*H).

Consideramos ahora a los espin&durante el pulso de contacto con campo de spin-
lock B1(S) en una terna rotante a la frecuencia del pulso de rf d& Al igual que pasaba
para H, el campoB(S) provee un eje de cuantizacon para los espines en la terna
rotante durante el pulso de contactd, de nimos los estados de los espiné&scomo sy

s de manera araloga a los de nidos paraH.

Las amplitudes de los dos pulsos de contacto en el experimetdopolarizacon cruzada
debe ser calibrado adecuadamente de tal manera que cumplaedadicon de Hartmann-
Hahn [33]:

Bi(*H) = sB1(S) (3.6)

En esta aproximacbn simple, esto hace que la diferencia de ege entre los estados
de los espinesH y S en sus respectivas ternas rotantes sea la misma. Ahora necesita-
mos considerar el efecto del acople dipolar entre los espifElsy S. Recordemos que el
Hamiltoniano que describe esta interaccon tiene la forma

H% =2hsl,S, (3.7)
Donde
1 s~21
bhs = ——> 1 3co$ s (3.8)
s 2

Este operador no se ve afectado por transformaciones a la doldet rotante, ya que
®lo contiene operadores er, que no son alterados por rotaciones alrededor del gjele
la terna de laboratorio.

Ahora pensemos, en sus respectivas ternas rotantes, tanto los espifti como losS
esthin cuantizados en direcciones perpendicularesza de esta manera, el Hamiltoniano
dipolar no afecta la energa neta del sistema de espines en lan& rotante, ya que la
emerga del sistema de espines esh determinada por campos glatos a los ejes de cuan-
tizacon de los espines, que a su vez se encuentran en el plaiyode la terna rotante.
Por una razon similar, el Hamiltoniano dipolar no puede altesir la magnetizacon neta
(suma de las magnetizaciones dél y S) paralela a los ejes de cuantizacon. Entonces, el
Hamiltoniano dipolar heteronuclear claramente acopla a losspines!H y S y tiene que
actuar de tal manera de conservar tanto la energa como el mamto angular del sistema
total de espines. Cuando se satisface la condicon de Hartmann-HgHa diferencia de
energa entre los estados de los espinésl y S en su terna rotante correspondiente es
la misma, de esta manera una transicbn que requiera energaein espn de H, por
ejemplo, puede ser compensada exactamente por una transiopue libere energa en un
espn S. Bajo estas circunstancias, el acople dipolar entféd y S puede permitir una
redistribucon de energa entre los espine$H y S siempre que la energa total del sistema
se mantenga constante. Debido a que cada transicon en un espH es compensada por
una transicon en la direccon opuesta en un espnS, la magnetizacon neta del sistema
tamben es preservada. La naturaleza de la redistribucon € energa en el sistema de
espines est determinada por la distribucon inicial de espms en los estados de las ternas
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rotantes. La magnitud inicial de la magnetizacbn detH en la direccon del campo de
spin-lock B1(*H) es la misma que la que se encuentra en la terna de laboratorioadala

al campo By, ya que es producida por una rotacon de 90de la magnetizacon delH
generada porBg. Es por lo tanto muy grande como para ser mantenida por el campo
pequenoB ((*H). La magnetizacon de'H se reduce por transiciones en la terna rotante
de 4! H, mientras que al mismo tiempo se producen transiciones dg ! s para
conservar la energa. Es de esta manera que se consigue obtemar magnetizacon de los
espinesS nas grande en la direccon del campd 1(S) en la terna rotante.

La diferencia de energa entre los niveles Zeeman, y por lanto en la polarizacon de
un rucleo, depende de la raon giromagretica (ver ecuasi 2.14). De esta manera, los
rucleos que poseen grande, como por ejempldH y °F son nmas sensibles que aquellos
rucleos con bajo como3C y *N (en la tabla 3.1 se muestran algunas propiedades de
los rucleos comunmente empleados en RMN).

Los tiempos de contacto son del orden de loss y el aumento en la sensibilidad de
un rucleo diluido est dado por el cociente de las razonesrgmagreticas, -

La condicon de Hartmann-Hahn, bajo los efectos de rotacoalangulo magico, est da-
da por

1Bi(1) = sBa(S)+ nly (3.9)

DondeB (1) y B1(S) representan la intensidad del campo de rf aplicado sobre losateos
| y S respectivamente! ; representa la frecuencia de rotacon y es un entero. Metzt al.
descubrieron que el netodo se volva mas fcil de implemetar bajo MAS si se empleaba
una amplitud que aumentara en forma de rampa para uno de losnepos de rf aplicados
como se muestra en la gura 3.7.

Tabla 3.1: Propiedades de algunos de los rucleos nas empleados en RMi¢ estado lido.

| Nicleo | I | =10radT *s ! [ Abundancia Natural/ % ||
IH 1/2 26.8 99.99
’H 1 4.1 0.02
3C 1/2 6.7 1.10
19N 1 1.9 99.63
5N 1/2 2.7 0.37
fe) 5/2 -3.6 0.04
1OF 1/2 25.2 100.00
2TA| 5/2 7.0 100.00
295 1/2 -5.3 4.67

De esta manera se logra una mayor polarizacon en el rucleoldilo, y por lo tanto
mayor sefal. Ademas, esto hace posible disminuir el tiempo entegperimentos, ya que
la relajacon espn-red de 'H es mas apida que la de'3C.
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3.6.1. Supreson No Cuaternaria (NQS)

En un espectro dé*C de RMN es conun encontrarse con muchas senales de resonancia
correspondientes a los distintos rucleos d€C que se encuentran en la muestra [34]. Este
factor hace difcil asociar las distintas sefales a cada neo en particular. Es por ello

(),
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Figura 3.9: Secuencia de pulsos empleada para la adquisicon de espest de edicon de 13C.

Desacople
CP Heteronuclear
D s
T
13
G Adquisicién
cpP Spin Lock M
MM’\/\M W

e

Figura 3.10: Secuencia de pulsos empleada para la medicon de tiempos delajacon en la
terna rotante T .

que se utilizan diversas secuencias de pulsos que permitéaditar'® el espectro de RMN,
de manera tal de lo observar las resonancias provenientesd#germinados rucleos. En
nuestro trabajo empleamos la secuencia que se muestra en la g@c8, en donde luego
de la CP, los campos de rf son removidos durante un tiempoantes de comenzar con
la adquisicon. Este tiempo de espera permite que la magnetizacon de los rucleos de
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carbono decaiga debido al acople dipoldH-13C. Como resultado, se obtiene un espectro
en donde las resonancias de los grupos metino y metileno son sustmente suprimidos.
De esta manera, es posible identi car los carbonos cuaternasiy los grupos metilos. Los
grupos metilos no son removidos ya que la interaccon dipaldH-13C es cebil debido a
las rotaciones de los protones en el grupo. El pulso degque se aplica sobre [058C a un
tiempo igual a 5 tiene como objetivo refocalizar el corrimiento qumico déos 13C,

3.7. Tiempo de relajacon en la terna rotante T1

Los procesos de relajacon en RMN de estado lido pueden pear informacon muy
importante sobre los movimientos moleculares. El tiempo delagacon en la terna rotante,
(T1), es sensible a movimientos en la escala de los kHz., brindandfmimacon sobre
compuestos espacialmente no homogneos [9], [35]. El tiempo es un paametro de
estudio muyutil. En particular para **C ya que la baja abundancia natural de este nucleo
asegura una separacon fsica dentro de lidos no homogeos y una difuson de espn
muy baja o nula [36]. Para la medicon deT; en rucleos diluidos, se utiliza la secuencia
de pulsos especi cada en la gura 3.10. Luego de la CP se aplica spin-lock a los*3C
durante un tiempo variable . Durante este tiempo , se produce la relajacon espn-red
de 13C en la terna rotante.
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Joe Saramago

La introduccon de la RMN bidimensional ha hecho que la deteninacon estructural
mediante tcnicas de RMN sea mas fcil, asi como tamben haincrementado la com-
plejidad de los problemas que pueden ser abordados por medeasta ecnica. La es-
pectroscopa de correlacon es rutinariamente empleadagpa analizar la estructura de
mokculas organicas en solucon. Tanto los experimentosgle correlacon homonuclear co-
mo heteronuclear son netodos invaluables para la determioan del paton de enlaces
gumicos del compuestos bajo estudio, y por lo tanto de su comfoacon. De la misma
manera, la RMN bidimensional es muy importante para la RMN des¢ado olido. A con-
tinuacon haremos una distincon entre los experimentos € correlacon homonucleares y
heteronucleares realizados en esta tesis.

4.1. Correlacon Heteronuclear

Es posible utilizar la RMN bidimensional para correlacionarols corrimientos qumicos
de diferentes tipos de rucleos, como por ejempldC y 'H, o >N y 'H. A estos experi-
mentos que relacionan rucleos de diferente especie se losotkeina HETCOR (HET por
Heteronuclear y COR por Correlation).

El grupo de R. Ernst mosto en el ano 1982 un experimento HETCORD entre 1H-
13C inicialmente realizado en un cristal sin MAS [37], y posterioremte en una muestra
en polvo de treonina rotada a 2.6 kHz [38].
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Los experimentos de correlacon heteronuclear son una hamienta muy importante
para obtener un aumento en la resolucon de los espectros de lucleos abundantes y
adenmas, proveen un medio para lograr una mejor asignacon das senales déH.

Han sido propuestos un gran rumero de experimentos HETCOR, losiaes di eren
en la manera en que se obtiene la transferencia de coherendidipe de coherencia que
se deja evolucionar y en la secuencia de desacople homonuclegreada. Recientemente,
varias alternativas de HETCOR para alta resolucon aplicalds a muy altas velocidades
de rotacon se han propuesto. Vamos a analizar en detalle doscgencias de pulsos que
fueron utilizadas en esta tesis, una propuesta por van Ross@mnal. [39] y otra propuesta
por Saalwachteret al [40].

4.1.1. HETCOR-FSLG

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

La secuencia comienza con un pulso de £ ), en protones, seguido directamente
del desacople homonuclear durantg.tAl tiempo t; se lo denomina tiempo de evolucon.
En este caso se utiliza como desacople un tren de pulsos de Leed@oly (FSLG) con
cambios de fases y frecuencias [41] en el platm con el objetivo de obtener Ineas mas
angostas de'H a velocidades de rotacon relativamente bajas. En este exfraento, la
magnetizacon transversal de'H esh presente durante §. Luego del perodo de evolucbn,
se le aplica a la magnetizacon de protones un pulso magicoy) (ver seccon 3.5.2) en

y, este pulso hace que cualquier componente perpendicular alsoude LG vuelva al
plano xy y que la componente que se mantena ja a lo largo del pulso de L@ielva a la
direccon z. Luego, la magnetizacon de'H es transferida a los*C mediante un pulso de
CP de corta duracon y luego se detecta la magnetizacon dante t,.

Analicemos en detalle lo que ocurre cuando se aplica esta secizede pulsos a un
sistema de un par de espines. Recordemos que el Hamiltoniano dipskcular (ver seccon
2.2.2) puede escribirse como

XX

i di 20717 e + 051 (4.1)

>k k

con
2.2

1 I -~
djk = EI‘T 1 3C0§ ik (4.2)
jk
Si consideramos la aplicacon de un campo de rf fuera de resona y tenemos en
cuenta la disperson de corrimiento qumico, el Hamiltoniam total puede escribirse como

X
A= (111 (Bo )L Ball+H0 (4.3)



4.1. Correlacon Heteronuclear 47

) Desacople
|:] ALG [ +ALG |:| cP Heteronuclear
+Y L -X X Y X
13 t
C 1 Adguisicion
cP \ n
”nnnnnﬂﬂﬂnnn
UUUUUUWV””
t2

Figura 4.1: Representacon esquenatica de la secuencia de pulsos etepda para la obtencon
de experimentos de correlacon heteronuclear bidimensioales utilizando FSLG durante .

Si realizamos una transformacbn a una terna rotante tildad con el ejez’en la direc-
con del campo efectivoBgs = BT+ [ (= )]Q, obtenemos

X
K9, = ( licog )+ )l lisen( )I?
| (4.4)
+ X m ( )"/roll\fI
M= 2

la forma explcita para y ( )I—'Td,\l/I puede encontrarse en la referencia [4}_‘]9?, permanece

como elunico ermino secular.
En el experimento de FSLG| & es entre + LG=coy ) ¥y LG=coq ). Si ahora
hacemos una transformacbn a una terna que rota cong a lo largo del ejez utilizando

el propagador

Y
Ues (t) = exp( ! ef tl 3) (4-5)

obtenemos los siguientes Hamiltonianos dependientes dehrijo

R e (1) = Uy ()% e (1); (4.6)

tot;ef
LG
I_/rotot;ef (t) Ues (t)|—/r0tot U Ler(® 4.7)
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para! ¢ = LG=coq ),y

X
Houa (= ( 1icog ) 1e)l?  1isen( )(19)coslet 19seniqt)+ of JHAS
X2
+ exp( M! o) w( A
M= 2
(4.8)

Cuango la frecuencia fuera de resonancia cumple la condicoe Lee-Goldburg,! =
(Bo 3 2By), I—'TO,OI se anula ya que o( ) = 3(3cos  1).

Sicalibramos! ¢ =2 , ambas ternas rotantes coincidian con la terna rotante tdada
al comienzo y al nal de cada perodo de evolucon. Por lo tato, la magnetizacon de
protones va a evolucionar efectivamente en el plano perpéndar al eje z° de la terna
tildada. Es por esto que para optimizar la sensibilidad es imp@inte comenzar la evolucon
en el plano perpendicular @°dando un pulso de (6+ m)y), y seleccionar una componente
en este plano al nal del perodo de evolucon dando un pulsop,.

4.1.2. REPT-HSQC

Este experimento, presentado por Saalwachtezt al. [40], tamben hace uso de los
acoples dipolares heteronucleares para realizar la transfecia de magnetizacon. A dife-
rencia del experimento anterior (HETCOR-FSLG) donde la trasferencia de polarizacon
es efectuada mediante una CP, en el REPT-HSQC son los perodds reacople de la
interaccon dipolar los responsables de la transferencia deolprizacon de los rucleos
abundantes ¢H en nuestro caso) a los rucleos diluidos{C en este caso particular). En
este experimento se emplean los acoples dipolares heteragargs para excitar coheren-
cias cwanticas multiples. La secuencia de pulsos empleadarparealizar este experimento
se muestra en la gura 4.2.

Este experimento puede realizarse de tres maneras diferentes:

Tomando t; = 0 en la verson unidimensional y variando la longitud del pendo de
reacople da como resultado curvas de crecimiento de HSQC que sensibles a la
intensidad de la interaccon dipolar heteronuclear.

Incrementando t en pasos iguales a un perodo completo de rotacon en un expe
mento bidimensional provee un espectro de correlacon hetemuclear (HETCOR),
correlacionando el corrimiento qumico del espnS en la dimenson directa con el
corrimiento qumico del espn | en la dimensbn indirecta.

Incrementando t, en pasos pequefos da como resultado bandas rotacionales sle la
que se puede extraer el valor de la constante de acople dipolatdronuclear.

Las correlaciones heteronucleares que se exploran en esteexpgento esan basadas
en el acople dipolar entre dos tipos de espinesy S. Podemos escribir el Hamiltoniano
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Figura 4.2: Representacbn esquemnatica de la secuencia de pulsos liiada para el experimento
bidimensional REPT-HSQC.

dipolar cuando la muestra estn rotando como
HE®= 151 2.8 (4.9)

El factor dependiente del tiempd 5 (t) es la parte espacial de la interaccon dipolar
entre los espines y S modulada por la velocidad de rotacon:

!IIDS (t) = D|s [%Sen2 |SC05(2! Rt+2 IS) pl—ésen |5C05(! Rt+ IS)] (410)

donde! g es la frecuencia de rotacon, y ;s Yy s denota elangulo azimutal y polar
respectivamente del vectorys que conecta a los dos rucleod,s es la constante de
acople dipolar,

0 | S™
— 4.11
4 rs ( )

Para tener en cuenta el efecto que produce la promediacommpla rotacon alangulo
magico debemos considerar el Hamiltoniano promedio

Z

Dis =

1

to t1

Mirando las ecuaciones anteriores, podemos notar que la ont&l se anula para, t; =
r. Para que haya transferencia de polarizacon entre los espml y S, la interaccon
dipolar puede ser reacoplada aplicando pulsos dea intervalos de-5- en los espines o
S. El Hamiltoniano promedio reacoplado se puede escribir como

’ K5 (t)dt (4.12)

1

ﬁlDS (ti;tp) =
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BFO:N r)=  FO:N g) I,S, (4.13)

donde,

Dis. P—
IS(O;N g)= N fz 2sen2 |ssen s (4.14)

en las ecuaciones anteriores, N denota el rumero de ciclosrd®r, durante los cuales los
pulsos de reacoplan la interaccon dipolar.

Analicemos que ocurre con la magnetizacon si pensamos que eozamos del es-
tado de equilibrio ,S,. Luego del pulso de; inicial, la magnetizacon transversal (\y

evoluciona conlff'DS por un perodo N g, lo que deja como resultado:

(y cos $(O;N g)+ S, sen S(O;N g) (4.15)

El estado mezclal}$,, experimenta evolucon del corrimiento qumico del durante
el tiempo de evolucon 4 de acuerdo af.¢ = ! Ls [}. Durante el tiempo t, se crea un
estado de superposicon:

(1S, cos!tsty+ S, sen!qty)
sen 5 (O;N g)

Luego, se aplica un pulso dg de fasex oy y un pulso de de fasey enl y S
respectivamente, de esta manera se convierte el estado antegaruna superposicon de
estadosl" 8, con = x;y;z. Solo la componente longitudinal dé (1%S,) va a contribuir
a la senal.

Durante el segundo perodo de reacople de la interaccon mhlar heteronuclear, el
estado mezcld, 8, es convertido en magnetizacon transversal de los espinﬁs@x, que
es detectada luego de un lItro erz. Este Itro reduce la magnetizacon transversal residual
por desfasaje. De esta manera, las componentes nales de la neigiacon sean

(4.16)

S«/ coq! ¢st1) sen $(O;N g) sen §(t;;ti+ N g)
S,/ sen(!csts) sen $(0;N g) sen B (ty;ti+ N g)

donde los brackets indican promedio en orientaciones.
En el experimento que realizamos en este trabajb, es incrementado de manera
sincronizada con la velocidad de rotacon, de esta manera lagnos obtener espectros

libres de bandas rotacionales en la dimenson indirecta. Eonces, en nuestro caso, la
sefal queda simpli cada de la siguiente manera

(4.17)

S/ coq! &sti) ser® $(O;N R)

Syl sen(!tsta) ser® §(O;N g)
de tal manera que el corrimiento qumico dd y S estn correlacionados y la intensidad
de la senal esh pesada por el acople dipolar heteronucle&r.

Para tiempos de reacople cortos, las correlaciones solo aparepara rucleos directa-
mente ligados. De esta manera, este experimento es muyutil @aasignar sefales.

(4.18)
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4.2. Correlacon Homonuclear para espines %

La gran mayora de los experimentos de correlacon en RMNeposan en el hecho de que
en sistemas acoplados dipolarmente se pueden excitar coheignclanticas nultiples. Hay
dos clases de experimentos que pueden realizarse en sistemaspgiaes homonucleares
para establecer correlacon espacial, ambos utilizan la etecon de coherencias cuanticas
nultiples entre espines acoplados dipolarmente. Generaémte, los experimentos utilizan
las coherencias cuwanticas dobles que pueden ser excitadagespares de espineé, pero
la coherencia de orden cero tamben suele ser importante ergahos experimentos.

Hay mucho intees en realizar experimentos de correlacoen sistemas de espines
homonucleares, tanto en los casos donde la abundancia de espegalta, como cuando
®lo hay pares de espines aislados.

4.2.1. Secuencia Back-to-Back (BaBa)

Si bien el desacople es esencial para obtener una buena resoiyciograr distinguir
distintas Ineas de resonancia, al aplicar los nmetodos de dacople mencionados en la
seccon 3.5, estamos perdiendo informacon diramica y edtictural inherente a los acoples
dipolares. Es por esto que se requiere de un netodo que permitzader a esta informacon
perdida. Una forma de lograrlo es mediante la espectroscopalimensional de coherencias
cluanticas dobles (Double Quantum Coherences, DQC) entre @iones ¢H,*H) bajo MAS
(DQMAS por sus siglas en inges). Este netodo se basa en el hecho deeda generacon
de coherencias dobles es posible gracias a la existencia de cople dipolar entre los
protones.

Para la excitacon de DQC durante MAS, debe considerarse la imtferencia con la
velocidad de rotacon. En particular, si una secuencia de pabs disenada para un expe-
rimento de coherencias cuanticas nultiples (MQC) eshtco se utiliza sin modi caciones,
los tiempos de excitacbn (y reconverson) esan limitads a &, ya que la modulacon
provocada por la rotacon produce que la accon de la secueia de pulsos durante la se-
gunda mitad del perodo de rotacon sea la inversa en el tiempde la que ocurre durante
la primera mitad del perodo de rotacon. Las secuencias dpulsos que contrarrestan los
efectos de MAS son llamadas secuencias de reacople.

En la gura 4.3 (a) se muestra el esquema kasico para un experinterde coherencias
cuanticas nultiples: primero se excita la coherencia cuatica nultiple, que evoluciona
durante un tiempo que se va a ir incrementando,;t la coherencia nultiple es luego
convertida en una coherencia simple (SQC) durante el perodie reconverson, que puede
ser observada y se la detecta durante el perodo de adquisicip.

La secuencia de pulsos BaBa fue introducida por Feilet al. [43] como una tcnica
para excitacon de coherencias cuanticas nultiples baj rotacon de la muestra alangulo
magico. Esta secuencia est basada en el reacople del acoplpatir homonuclear. En
nuestro caso, vamos a utilizar esta secuencia para la generaae coherencias clanticas
dobles.

La secuencia BaBa, que se muestra en la gura 4.3, consiste en lagtegpn del bloque
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Figura 4.3: Secuencia de pulsos (BaBa) para la obtencon de espectrosdimensionales medi-
ante la excitacon de Coherencias Canticas Dobles.

esico ((5)x + (3) x(3)y & (3) y). Paraperodos largos de excitacbn (dos, cuatro
y ocho perodos de rotor) los signos de las fases de los pulsdsaecalibrarse de tal manera
que la secuencia compense efectos de o set e imperfeccionesutp. Se debe tener en
cuenta que la secuencia debe tener un ciclado de fases adecdadmanera de seleccionar
las coherencias deseadas.

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

ermico, esto es '(‘) / (I’\Z + I/l), resulta en la generacon de Coherencias Dobles, cuya
amplitud est modulada por sen( !,.). Durante la reconverson, una modulacon en la

amplitud correspondiente asen( !..) es introducida. Para excitacon y reconverson de N
perodos de rotor, la intensidad de la senal relativa de colencias dobles puede describirse

como

Sho(t) = sen(N k. sen(N L)) (4.19)

donde los paentesis indican promedio en orientaciones, gge requiere en muestras en
polvo.

La senal de DQ depende del tiempo de evolucon. tConsecuentemente, dependiendo
de la eleccon de t y del incremento en {, t;, para un experimento bidimensional
el experimento puede realizarse de varias maneras. En un expento unidimensional
(t; = 0) la secuencia funciona ®lo como un ltro de coherencias dtes, mientras que el
experimento BaBa 2D puede realizarse para obtener un espeae®DQ sincronizado con
la rotacon o para generar patrones de bandas rotacionalée DQ en'H.

Entonces, el espectro bidimensional de BaBa se obtiene al incextar el tiempo de
evolucon t;. Dependiendo de gLe tan grande sea este incrementao,, se pueden distinguir
dos variantes del experimento.

Calibrando el incremento en { exactamente igual a un perodo de rotor, t; = g, se
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NI=

obtiene un espectro 2D sincronizado con la velocidad de roteciRealizando el incremento
en pequenos pasos se obtienen bandas rotacionales.

La ventaja de los espectros sincronizados con la velocidad dﬁacbn es que con un
ancho espectral en la dimenson indirecta que satisfa@W(F,) = 2+ = L = 1 no se
observan bandas rotacionales. De esta manera, la posicon delrhaa de resonancia en
la dimenson indirecta depende lo de la evolucon de lasabherencias dobles excitadas
durante t,. Es asi como el experimento correlaciona la evolucon de lesherencias dobles
seleccionadas durante la primera dimenson espectral;] con la senal de coherencias
simples (SQ) detectada durante el perodo de adquisicon al (t;). Las DQ evolucionan
durante t; bajo la in uencia del corrimiento qumico isotiopico y la i nteraccon dipolar. La
evolucon de las coherencias dobles entre dos espingg bajo los respectlvos corrimientos
gumicos da como resultado una modulacon de la formaiexp(l(I CS + ! ‘S)tl)

Si solo el acople entre los espinesy j que forman la coherencia doble estuviera
presente, no se observara evolucon debido a la interacebdipolar durante el tiempo t;.
La posicon espectral de las senales ep st gobernada puramente por la evolucon del
corrimiento qumico isotopico de la DQ, cuya frecuencia @ resonancia es la suma de las
frecuencias de resonancia de los espines involucrados. Poaldd, es conveniente mostrar
como se vera un espectro bidimensional sincronizado con la weildad de rotacon (ver
gura 4.4). El eje de frecuencid ; (dimenson t;) es escaleada un factor 2 con respecto al
eje de frecuencid , (dimenson t5).
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Figura 4.4: Representacon esquenatica de un espectro 2D de DQMAS.

Las posiciones esan denotadas comd 4, ! ;), donde! , es la frecuencia de SQ V¥,
es la frecuencia de DQ.
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En el espectro de correlacon se pueden distinguir dos clasess#ales:

Una coherencia doble entre espines iguales, por ejemplo enbiedspines CC (icenti-
co Corrimiento qumico) que genera un solo pico en la positb(! ¢,2! ¢) en la
diagonal del espectro.

Una coherencia doble entre espines diferentes AB (diferenterramiento qumico)
genera un par de picos cruzados en las posicioneg,(a+!g) Y (! 8, a+! ). LOS
dos picos idealmente tienen la misma intensidad, ya que la ins@dad de los picos
cruzados corresponde al rumero de espines involucrados. Simbargo, no es siempre
el caso, como ya veremos mas adelante.

Debe notarse que es crucial elegir el tiempo de excitaconemiado para la deteccon
de determinadas coherencias. Si la velocidad de rotacon resly alta, se pueden observar
coherencias dobles para una distancia entre espines menoraA.

4.3. CODEX (Centerband Only Detection of Exchange)

Este experimento, llamado CODEX (Centerband Only Detectiorof Exchange), es
un medio para medir el intercambio dipolar entre espines d& qumicamente icenticos
pero orientacionalmente diferentes en distintas mokcutaa trawes de la anisotropa de
corrimiento qumico.

El reacople de la anisotropa de corrimiento qumico (CSA) éie utilizado por primera
vez en el experimento CODEX por Schmidt-Rohet al. [44],[45] y su secuencia de pulsos
se muestra en la gura 4.5.

En el experimento CODEX, la magnetizacon es guardada enz durante un perodo
de mezcla,, = n r, durante el cual el intercambio qumico puede tomar lugarGracias al
ciclado de fases, tanto la senal modulada por el seno como pomskeno son seleccionadas
por t; en escanes consecutivos. Como el tiempo de mezcla es un rumatere del perodo
del rotor, la senal del CODEX esta dada simplemente por

S/ coYNexc csa)CO(Nrec %sa)+ S€N(Nexe csa)S€N(Nree %sa) (4.20)

La fase promedio del perodo de reconversbn puede cambiaorc respecto a %gsa
durante tiempos largos de mezcla debido a movimientos lest¢en la escala de loms)
de procesos de reorientacbn molecular, es por esto que estnpada %sa.

La rotacon alangulo magico provoca que la evolucon bgo el corrimiento qumico
anisotopico sea refocalizada al nal de cada perodo de racon R. Si se aplica un pulso
de 180 a = 7, se evita la refocalizacon de la evolucon debida al la irtraccon de
Corrimiento Qumico Anisotiopico. Recientemente de Azeved et al. [44] mostraron como
un experimento en el que se incorporan dos perodos de reaeogel CSA separados por
un tiempo de mezclam permite la deteccon de procesos diramicos lentos. Este netlo

es aplicable a velocidades de rotacon 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 perdida da intensidad de la senal
es observada si la orientacon del tensor de CSA para un ruclgarticular cambia durante
el tiempo de mezclan. De una serie de experimentos de CODEX es posible determinar
el angulo de reorientacon, el tiempo de correlacon, ascomo tamben la fraccon de
segmentos noviles en una muestra.

Durante NE perodos de rotacbn, los espines evolucionan debido al @omiento Qumi-
co Anisotiopico, que es refocalizado por dos pulsos deor perodo de rotacon . Luego
la magnetizacon se guarda erz, de tal manera que no precese ni se desfase durante los
tiempos de mezcla largos,t, que son nultiplos enteros de g. Si no hay movimientos
durante t,, luego de un pulso de lectura y otro periodo de rotacbl‘% bajo el CSA re-
focalizado, la evolucon del CS es refocalizada al comiende la deteccon. Si se produce
alguna reorientacon durante t,, la frecuencia dependiente de la orientacon cambia y el
CSA no es completamente refocalizado.

La senal dominante de sitios no noviles puede ser removida sasendo el espectro
del CODEX de un espectro de referencia. El espectro de referiarse obtiene simplemente
intercambiando t,, y en la secuencia de pulsos. El espectro resultante es exclusivamte
debido a sitios de intercambio, esto se denomimpare exchangeCODEX.

Teniendo en cuenta el tamano del CSA, elangulo de reorientacon puede estimarse
de la dependencia de la intensidad cdd . El contenido de informacon de la intensidad
de intercambio normalizadaE(t,,; N r), obtenida como el cociente debure exchange
CODEX con la intensidad de referencia. Informacon acercaall numeroM de sitios con
orientacon equivalente que intervienen en el proceso de mmiento y la fraccon f, de
segmentos noviles es obtenida de la intensidad nal de inteambio E; = E(t, >>

o N g>> 1)=f,(M 1)=M.Parafy, =1, elmnimo E; es, obtenido paraM = 2.

El principio de la ecnica CODEX para spin counting es el intercambio de magneti-

zacon entre mokculas con diferente orientacon. Dosrenes de pulsos de sincronizados
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con la rotacon reacoplan el CSA dependiente de la orientews de los espines X bajo
MAS. Entre los trenes de pulsos tiene lugar la difusbn de espisenediada por'H entre
espines X qumicamente equivalentes pero orientacionalmte inequivalentes, dando como
resultado un cambio en la frecuencia del CSA, que previene ldo®alizacon completa del
eco estimulado al nal del segundo tren de pulsos.

Para tiempos de mezcla largos, la magnetizacon inicial estgualmente distribuida en-
tre las n orientaciones posibles en la muestra, reduciendo la intengiddel eco de CODEX
en .

De acuerdo con la Teora de Difusbn mediada portH, la tasa de intercambio de
magnetizacon depende del acople dipolar y de la integrabédsuperposicon espectral, cuyo
valor preciso es difcil de predecir de primeros principiod.o que proponen Mei Honget
al. [46] es usar una aproximacon emprica de calibracon desta integral de superposicon
usando un compuesto modelo con distancias internucleares cadas.

La constantek; (tasa de intercambio) puede aproximarse por

1
72
donde! j es el acople dipolar homonuclear

K; I 2 Fy (0) (4.21)

0, 11 3coad j

1. = Y 2
i = g fi? > (4.22)
y Fjj (0) es la integral de superposicon que describe la probabifid de que ocurran

transiciones SQ a la misma frecuencia para espirieg j y viene dada por:
Fy = fi(t 1f 1)d! (4.23)
1
dondef;(! I'i) es la forma de Inea a SQ del espn en ausencia de desacople de
protones y!; es el centro de esa forma de Inea. Esta integral de superpositiest rela-
cionada con la forma de Inea de ZQ normalizada a frecuendiaro.

Para la difuson de espines entren espines X, la evolucon del vecton-dimensional de
la magnetizacon z, M (t) est dada por

MO _ e (t) (4.24)
dt

donde R es la matriz de intercambion-dimensional que contiene las tasas de inter-
cambiokj; .

Entonces, ajustando la ecuacon 4.21 a los datos obtenidosweexperimento realizado
a un compuesto con distancias internucleares conocidas, podsndeterminar el valor de
Fi (0) a partir de la ecuacon 4.21. Se ha probado [46] que pecuss variaciones en el
valor de F; (0) no in uye signi cativamente en la determinacon nal de las distancias
internucleares.
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Adenas, como al llegar al equilibrio, la magnetizacon estigualmente distribuida en
los n espines que intervienen en el proceso, es posible obtener ester\del valor de
equilibrio al que llegan las curvas del CODEX.
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Captulo 5

Otras lecnicas de Aralisis

Dganme, al ny al cabo, los sefores, con sus luces y su expencia: >tnde esh la
verdad, la absoluta verdad? >Cual es la moraleja que se ha @etraer de esta historia, a
veces libertina y poco ejemplar? >Est la verdad en eso queicede todos los das, en los
acontecimientos cotidianos, en la mezquindad y chatez de lada de la inmensa mayora de
los hombres, o reside la verdad en el sueno que nos es dadapauir de nuestra triste
condicon? >@mo se elew el hombre en su caminata por el mndo: a trawes del da a da
de miserias y vulgaridades, o por el libre sueno sin frontas ni limitaciones? >Quen

llevwo a Vasco de Gama y a Cobn al puente de sus carabelas? »@n dirige las manos de
los sabios que mueven las palancas de ese juego de los spstrikeando nuevas estrellas y
una nueva luna en el cielo de este suburbio del universo? >fie esta la verdad?
Dganmelo, por favor: >en la pequena realidad de cada uno en el inmenso sueno del
hombre? >Quen la conduce por el mundo afuera, iluminando lecamino del hombre? >El
Meritsimo juez o el paugerrimo poeta? >Chico Pacheco, ca su integridad, o el
comandante Vasco Moscoso de Aragn, capitin de altura?.

Jorge Amado

Si bien nuestro trabajo se cento en el estudio de compuestosrfaeuticos mediante
tecnicas de RMN en estado lido, contamos con resultados déras experimentos rea-
lizados sobre las muestras (DRXP, FTIR, calorimetra difereaial de barrido, etc.) que
ayudaron a determinar algunos aspectos importantes de losngmuestos estudiados. A
continuacon mencionaremos brevemente las ecnicas engadas [47], [48].

5.1.

Difraccon de Rayos-X de Polvo (DRXP)

Los slidos cristalinos se caracterizan porque a nivel micropeco losatomos (o mokcu-
las) se encuentran ordenados en arreglos perbdicos tridingtonales en el espacio. Entre
las nultiples aplicaciones de la DRXP se encuentran por un ladla identi cacon y el
aralisis cuantitativo de fases cristalinas y por otra parte,d determinacon de estructuras
cristalinas. Cualquier especie cristalina produce siempre uragrama de difraccon (DD)
caracterstico. Si la muestra esh constituida por una mezclae diferentes especies, el DD
correspondiente manifestara la suma de los efectos de difrancde cada uno de ellos.
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Pérdida de masa

MASA  =—

\
T, N

N\

Temperatura (T) ———»

Figura 5.1: Curva tpica de un experimento de Termogravimetra.

5.2. Metodos Termicos de Aralisis

Los nmetodos ermicos de aralisis son un conjunto de ecnias instrumentales basadas
en la medicon de una propiedad del sistema fsico en funcome la temperatura. La
Calorimetra Diferencial de Barrido y el Aralisis Termogravinetrico (DSC y TGA, por
sus siglas en ingks), solos o combinados, son los de mayor impocia. Durante el calen-
tamiento o enfriamiento de los materiales, su estructura, estacb composicon qumica
cambia. Estas transformaciones y reacciones estin ntimamt relacionadas con el inter-
cambio de calor entre la muestra y el medio que la rodea.

5.2.1. Analisis Termogravinetrico (TGA)

Este nmetodo permite medir el cambio en la masa de la muestra ennftbn de la
temperatura o el tiempo en una atnosfera controlada. Es gersmente utilizado para
estudiar la perdida de solvente de cristalizacon o alguna o& reaccon lido ! lido +
gas. Tamben, para determinar la composicon de materialeg estudiar su estabilidad a
altas temperaturas.

Una curva tpica de un experimento de TGA se muestra en la gura 8. Es una curva
que corresponde a una perdida de masa simple con temperatura wansicon T;. Esta
temperatura se determina como el punto donde se cruzan la ret¢tangente a la Inea de
base original con la recta tangente a la curva en la regon dda se observa el inicio del
cambio de masa.
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5.2.2. Calorimetra Diferencial de Barrido (DSC)

Esta ecnica mide la diferencia de energa ( ujo de calor) atre una referencia (R) y la
muestra (S). El resultado de un aralisis de DSC es una curva, uago de ujo de calor vs.
temperatura. La gura 5.2 muestra una curva idealizada de unxperimento de DSC. Las
endotermas representan procesos en los cuales se ha absorbido, camo por ejemplo una
perdida de solvente, una transicon de fase o fuson. Las exetmas representan procesos
como cristalizacon o reacciones qumicas donde se producelor. Adenas, elarea bajo
un pico es proporcional a la cantidad de calor involucrado eh proceso. Por lo tanto, este
nmetodo puede ser utilizado para determinar las entalpas (H) de procesos involucrados.
Tamben, puede utilizarse la DSC para determinar el punto déuson y la pureza de una
muestra.

Cristalizacién

Transicion
Vitrea

Flujo de calor -> exotérmico

Fusidén

Temperatura

Figura 5.2: Curva tpica de un experimento de DSC.

Hay dos de niciones que suelen utilizarse para describir la retan entre las energas
relativas de polimorfos a diferentes temperaturasnonotopica y enantiotopica . En
un sistema monotiopico, una forma es la termodiramicamentestable independientemente
de la temperatura. En un sistema enantiotopico, una de las fmas es estable debajo
de cierta temperatura de transicon, pero la otra forma es eable por encima de esa
temperatura.

5.3. Espectroscopa Infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR)

En general, la espectroscopa IR es muy util para el aralisisde lidos porque los
experimentos pueden realizarse sin disolver la muestra. El edpetR es extremadamente
sensible a la estructura, la conformacon y el entorno qumic de un compuesto y por lo
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Frecuencia (cm-)
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Figura 5.3: Regiones de absorcon aproximadas para varios tipos de lggluras comunes.

tanto es un netodo muy poderoso para la caracterizacon e @hti cacon de diferentes
formas wlidas. El intees de la FTIR radica fundamentalmete en sus aplicaciones de
tipo cualitativo. La frecuencia de cada banda del espectro IRepende de la constante
de fuerza de cada enlace interabmico, de ah que el espextde absorcon en la regon
infrarroja depende del conjunto de enlaces que constituyem éstructura molecular y sea
distinto y caracterstico de cada mokcula. En la tabla 5.3 sanuestran las regiones de

absorcon aproximadas para algunos enlaces tpicos.



Captulo 6

Derivados Fluoroguinobnicos

Los compuestos estudiados en esta tesis fueron sintetizados pgrepo del Dr. Rulen
H. Manzo en el Departamento de Farmacia de Facultad de Ciensi®umicas en la Uni-
versidad Nacional de rdoba. Los complejos uoroquinobitos con aluminio (seccon
6.1.1) formaron parte de la tesis doctoral de la Dra. Andrea Bda bajo la direccon de la
Dra. Mara Eugenia Olivera y los Sacarinatos Fluoroquinohicos (seccon 6.1.2) fueron
elaborados por la Mgter. Carolina Romanuk como parte de suste de Maestra, tambéen
dirigida por la Dra. Mara Eugenia Olivera. En este captulo mencionae brevemente la
importancia de estos compuestos y los nmetodos empleados pataobtencon. Para un
aralisis detallado sobre los netodos de preparacon y ot estudios realizados en estos
compuestos (solubilidad, biodisponibilidad, etc.) se recomiga leer los trabajos [47] y
[48].

6.1. Fluoroquinolonas

Los Antimicrobianos Fluoroquinobnicos (AMFQs) son una famia de agentes an-
tibacterianos sineticos derivados delAcido Nalidxico de amplia utilizacon en la pactica
clnica [1]-[2].

Las Quinolonas de Segunda Generacbn, conocidas conmunmecomo 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 bactanos que afectan a animales
[49], [50].

Las Fluoroquinolonas son mas activas, tienen relativamentgocos efectos adversos, la
resistencia microbiana no se desarrolla tan apidamente, extén una moderada a exce-
lente absorcon oral y tienen moderada a buena biodisponildiad. Entre los usos clnicos
se incluyen el tratamiento de infecciones del tracto urinaricomplicadas y no compli-
cadas, pielonefritis, enfermedades de transmisbn sexual, ptatitis e infecciones de la
piel y tejidos.

Estos compuestos presentan muchas ventajas que los hacen miilgs, pero tamben
poseen inconvenientes que hacen difcil la formulacon atuada de los mismos. Los AM-
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(d) OFL
(c) ENR

Figura 6.1: Estructura gumica de las Fluoroquinonas, mostrando la numeracon empleada para
las asignaciones de los espectros de RMN déC, 'H, °F y 1°N.

FQs son predominantemente bactericidas, muestran una destroocdependiente de la
concentracon, la mayor parte de ellos tiene una excelentgodisponibilidad oral y tiem-
pos de vida media relativamente largos lo que permite un im&lo de administracon cada
doce horas o una sola vez al da. Muestran excelente distribartitisular y penetracon
celular, lo que permite su uso contra agentes pabgenos intelulares. Adenmas poseen
un prolongado efecto luego de la administracon del antibtico lo cual evitara el apido
desarrollo de resistencia bacteriana. Los AMFQs son tal vez lostibticos orales mas
usados en el tratamiento y pro laxis en humanos y animales dea; y son a su vez los
mejor tolerados.

Entre algunos inconvenientes que presentan los AMFQs vincdltas a su formulacon
farmaceutica, se destacan su baja solubilidad acuosa y caradicas organokpticas des-
favorables (sabor amargo). Estas caractersticas subjetivdmn limitado sus posibilidades
de formulacon y son adenas causa de poca aceptacon en laetih de los animales de
produccon. Se han desarrollado diversas ecnicas con el jetivo de enmascarar el sabor
desagradable de los AMFQs para de esa manera incrementar el vdiel producto y mejo-
rar la aceptacon por parte de los pacientes. Entre estas estegias se incluyen la forma-
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con de @psulas recubiertas con polmeros insolubles, adsmn a resinas de intercambio
onico, microencapsulacon con varios polmeros, acompjamiento con ciclodextrinas y
modi caciones qumicas tales como la formacon de prodmas insolubles. Es importante
sefalar que actualmente hay una tendencia a obtener deriggdcon propiedades diferen-
tes a las del precursor desarrollando metodologas que inuofen solo agua como medio
de reaccon en lugar de solventes organicos. De esta manerapdncando la naturaleza
del medio de reaccon, se reducira la contaminacon amigntal lo cual tenda un impacto
positivo sobre la salud y el ambiente.

6.1.1. Complejos Fluoroquinobnicos con Aluminio

El acomplejamiento de NOR y CIP con aluminio fue utilizado comuna estrategia para
mejorar la solubilidad acuosa de estos compuestos, lo que dio @nig los nuevos derivados
(HCI.NOR) 3y (HCI.CIP) 3. Estos compuestos son lidos estables con estequiometra 3:1
y muestran alta solubilidad acuosa a pH neutros. Las propiedade®bgicas de esos com-
puestos (permeabilidad intestinal y potencia antimicrobia@) no presentaron variaciones
signi cativas como consecuencia del acomplejamiento. Esta redegia permito el diseno
de formulaciones lquidas superadoras para su utilizacopor va ofalmica y otobpica, y
de formulaciones lidas con favorables propiedades de dison.

Para la preparacon de estos nuevos derivados se utiliz umaetodologa basada en la
precipitacon del producto (Metodo ). Sin embargo, parala obtencon del producto en
mayor escala fue necesaria la adaptacon de la metodologaginal. A este nuevo netodo
de produccon se lo denomiro Metodo 1.

Materiales y Metodos

Los reactivos utilizados para la preparacon de los comptes fueron los siguientes: Nor-
oxacino, NOR (Parafarm); Cipro oxacino, CIP (Neutralizado a partir de Clorhidrato de
CIP, Parafarm); Cloruro de aluminio hexahidratado, AIC}.6H,O (Riedel de Haen); Alco-
hol etlico 96° (EtOH Porta); Acetona (Cicarelli). Se obtuvieron los clorhdratos de com-
plejos de CIP y NOR con aluminio ((CIP.HCI3AlI y (NOR.HCI) 3Al) con estequiometra
3:1 a partir de dos netodos diferentes:

Metodo | : Precipitacbn con acetona.

Una solucon de CIP (o NOR) y AICI;.6H,O fue calentada suavemente bajo ag-
itacon. Posteriormente se dep enfriar hasta aproximadamete 50°C y se agre® lenta-
mente una mezcla de acetona:agua (26:1), continuando conagitacon y calen-
tamiento a re ujo, hasta ebullicon. El solido obtenido fue ltrado y secado (a 100
°C) hasta peso constante.

Metodo Il : Granulacon con alcohol etlico.

CIP (o NOR) y AICI 3.6H,0 en forma lida y manteniendo la relacon 3:1 fueron
mezclados hasta obtener una mezcla homognea y se agreg Ht@nientras se
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malaxaba suavemente. La pasta obtenida se dep a temperaturanbiente aproxi-
madamente 15 horas. Transcurrido este perodo de tiempo se s@&m estufa hasta
peso constante.

6.1.2. Sacarinatos Fluoroquinobnicos

Los Sacarinatos de AMFQs se prepararon con el objetivo de mgoralgunos de los
aspectos desfavorables que presentan las Fluoroquinolonas BMFQs que se utilizaron
fueron los de uso nas frecuente en terageutica (CIP, NOR, ENR @FL). En este contexto,
se desarrollaron los Sacarinatos de Antimicrobianos Fluoragobnicos (SAC-AMFQs)
obtenidos mediante la sali cacon con SAC (Figura 6.2).

(a) SAC-CIP

(b) SAC-NOR
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Figura 6.2: Estructura qumica de los Sacarinatos Fluoroquinobnicos, mostrando la nu-
meracon empleada para las asignaciones de los espectrog éC, *H, 1°F y 15N.

Materiales y Metodos

Se utilioz Hidoxido de Sodio grado analtico (Anedra), Acido Clorhdrico concen-
trado 38 % P=V pro-aralisis (Cicarelli), Sacarina Sdica dihidrato grado farmacuti-
co (Parafarm, China); Cipro oxacino Clorhidrato (USP, Neuland Laboratorios Limited);
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Enro oxacino grado farmaceutico (Todo Droga), Nor oxacino (USP, Marsing & Co. Ltd.
A=S. Dinamarca) y O oxacino grado farmacutico (Parafarm, @ina). Todos los materia-
les fueron secados hasta peso constante bajo vaco y calor 00

Para la obtencon de los SAC-AMFQs, se partdb de una solucon euosa de SAC a la
cual se le agreg la cantidad estequionetrica del AMFQ corregmdiente, esto se mantuvo
con calentamiento a 90-93C y agitacon por aproximadamente 15 minutos, al cabo de este
tiempo se logo la disolucon completa del AMFQ, obtenendae una solucon transparente.
La solucon resultante se Ito por gravedad a trawes de papé de Itro Whatmann N
1, se dep enfriar a temperatura ambiente durante 24 horas eeenientemente protegida
de la luz, se sepao por Itracon con vaco y se dep secar a 40C en vaco hasta peso
constante, luego se pulverio en mortero y se almacero en rp@ntes de cierre hernetico
y protegidos de la luz. Dado que los AMFQs son fotosensibles, en dsdas etapas del
procedimiento de preparacon de las sales, el sistema fue cameatemente protegido de
la luz.

Adenas, a partir de una solucon diluida y con un enfriamientogradual se obtuvieron
monocristales de SAC-CIP.
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Captulo 7

Complejos de Fluoroquinolonas con
27A|

Desde la introduccon delAcido Nalidxico (NalH) [51] en la prctica clnica a comien-
zos de 1960 se ha desarrollado un gran rumero de agentes ardibeanos derivados del
mismo [51],[52].

En particular, vamos a estudiar la familia de las Fluoroquirionas (derivada de (NalH))
y en esta parte del trabajo centraremos nuestro estudio en CIP y NNDCIP y NOR son
dos antimicrobianos activos contra una gran variedad de b@cias gram-negativas. I. Turel
presenb varios trabajos mostrando un completo aralisis des¢éos firmacos, tanto para CIP
[53] como para NOR [54].

Recordemos que una de las principales desventajas de estospu@stos es su baja so-
lubilidad a pHs neutros. Este hecho llevo a que la interaccorde las Fluoroquinolonas
con iones metlicos fuera exhaustivamente estudiada debido la posibilidad de con-
seguir una mejor solubilidad acuosa de los complejos en comparacon los AFIs sin
acomplejar. Muchos trabajos publicados mostraron que la aomacon de las FQs con
metales polivalentes efectivamente incrementaban la sollitlad acuosa de los comple-
jos ([55],[56],[57],[58],[59]). Adenas, estos trabajos momton que la coordinacon de las
Fluoroquinolonas con los iones metlicos forman lidos&bles.

En esta parte del trabajo, presentamos un aralisis detalladoedcomplejos de CIP y
NOR con ?’Al en estado olido. El aralisis en solucon fue realizado préamente [48].

7.1. Caracterizacon de los complejos - Aralisis de
Espectros de 1°C

Con el transcurso del tiempo, la realizacbn de experimentade CPMAS de!3C se
ha convertido en una tarea de rutina cuando se trabaja con comgstos de intees far-
macutico. Es por esto que para comenzar el estudio de los cdejps uoroquinobnicos,
realizamos espectros d€C para identi car y caracterizar cada uno de los mismos.
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CIP y sus complejos con aluminio

Los espectros dé&C para CIP y los complejos (HCI.CIP}Al obtenidos por los Metodos
I y Il se muestran en la gura 7.1. Las asignaciones de las senatis resonancia se
corresponden con la numeracbn que se muestra en la gura 6.Jod corrimientos qumicos
correspondientes esan detallados en la tabla 7.1.

A la serie de compuestos tamben les realizamos experimenties edicon de carbonos
cuaternarios (NQS) de'*C cuyos resultados se muestran en la gura 7.3.

1b,1¢c

4, 3a 15,16

12,13
15,16

r 1T -1 1111 1T 1T 11
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

d:c/ppm

Figura 7.1: Espectros de CPMAS del3C de:(a) CIP, (b) (HCIL.CIP) 3Al Metodo I, y (c)
(HCI.CIP) 3AI Metodo Il. Los asteriscos indican bandas rotacionales.

Para comenzar el estudio de las formas ®lidas de los compsejaoroquinobnicos
es necesario tener una correcta asignacon de las senales esmmancia presentes en el
espectro de CPMAS de'*C. Para realizar las asignaciones de CIP se compararon los
corrimientos qumicos obtenidos mediante RMN de estado solo con los corrimientos
gumicos obtenidos en solucon (ver [47]) y se tuvo en cuentadenas el espectro de
edicon de carbonos cuaternarios.

En el espectro de CPMAS dé3C de CIP podemos clasi car las senales de resonancia en
cinco grupos, dos grupos por debajo de los 60 ppm y tres por emgide los 100 ppm. Las
senales de resonancia que se encuentras a ppm bajos correspamttes grupos metilenos
del anillo de piperazina y a las resonancias de 165 del grupo terpeno. Mientras que la
parte planar de la mokcula (aromaticos), como tamben lasefal correspondiente al grupo
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carboxilo, se encuentran a ppm mas altos. La mayora de las sales de*C en estado
lido tienen la misma posicon relativa que las sefales en gobn. Sin embargo, una
diferencia importante que puede notarse en estado lido esegla sefnal que corresponde
al carbono C(3a), que aparece a 167.2 ppm en estado lquida,estado lido se encuentra
a 173 ppm aproximadamente. Este hecho nos est indicando elacter zwitteronico de

la CIP [55]. La resonancia del carbono C(3) tamben se corre gm nmas alto con respecto
al corrimiento qumico en que se encuentra en solucon, de 9% a 123.3 ppm. Como
consecuencia de esto, las senales correspondientes a C(3) y €4 @cercan en el espectro
de 3C, haciendo difcil la identi cacon de cada una de ellas. Gra caracterstica de este
compuestos es que las senales C(4) y C(3a) aparecen superpsiesida misma posicon
de resonancia en el espectro de estado lido.

Las asignaciones de los espectros de CPMAS!#€ de los complejos de (HCI.CIPAI
los realizamos comparando con el espectro'd€ de CIP y tuvimos en cuenta los espectros
de supreson no cuaternaria, que se muestran en la gura 7.3.

Ahora que cada senal est correctamente asociada a cada naclie 3C presente en
la mokcula, es posible comenzar con el aralisis y comenzaicamparar los espectros de
los distintos compuestos.

En los espectros dé3C de los complejos se puede observar un paton similar en la
distribucon de las senales de resonancia al que se observa ed. En cada uno de los tres
grupos que se encuentran por encima de los 100 ppm, se encueninaas de resonancia
asociadas a carbonos cuaternarios, que pueden ser identi caddilizando los resultados
de los espectros de NQS para cada compuesto.

Al observar los espectros de CPMAS d€C es evidente que las Ineas de resonancia en
los complejos cort’Al son mas anchas que las presentes en el compuesto farmacotin
acomplejar. Este hecho re eja el caacter desordenado de loesmplejos. A pesar de este
hecho, en los espectros de (HCI.CIRAI es posible identi car algunas senales de carbonos
de manera muy clara, como por ejemplo C(4) y C(3a), con una niplicidad nmas alta que
en CIP. Este hecho puede ser atribuido a la estequiometra debmplejo, el cual estara
formado por tres mokculas de CIP poratomo de aluminio, dado lugar a que algunos
carbonos tengan diferentes entornos y experimenten difetes campos locales dando lugar
a pequenas diferencias en sus frecuencias de resonancia.

Cuando se preparan este tipo de compuestos se espera que no queelsing de los
precursores, por eso es muy importante contar con ecnicas gpermitan determinar si
qued airmaco puro sin reaccionar. Con RMN de estado lidonjediante los espectros de
13C) podemos concluir que no hay residuos de CIP. Llegamos a esiactusbn observando
la senal a 123 ppm en CIP que est bajo el Imite de deteccoen los complejos (ver gura
7.1y 7.3). Esto nos indica que si hay IFA puro, la proporcon emenor al 5%. Por lo
tanto, toda la CIP ha reaccionado con el aluminio para formados complejos, esto est de
acuerdo con los resultados obtenidos por FTIR (ver seccon4j.

Hay que destacar que la resonancia que corresponde al carbono) @(€(3a) en el
espectro de CIP se separa y se corre a ppm nmas bajos con el acorapiégnto. El corri-
miento a ppm bajos de estas senales est de acuerdo con trabgjablicados previamente
en los cuales muestran espectros ¢ en solucon de Fluoroquinolonas coordinadas con
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aluminio y otros metales polivalentes ([55],[56],[57]85[59]). Como tamben muestran los
resultados obtenidos por FTIR, este comportamiento de las sees de'*C es esperable,
como consecuencia de su participacon en la coordinaconrcel ion de aluminio.

NOR y sus complejos con aluminio

Los espectros de*C para NOR y los complejos (HCI.NOR)AI obtenidos por los
Metodos | y Il se muestran en la gura 7.2. Las asignaciones dedaenales de resonancia
se corresponden con la numeracon que se muestra en la gura 6Lhs corrimientos
gumicos correspondientes esan detallados en la tabla 7.Zomo en el caso de CIP, las

12,13
15,16

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

O:d/ppm

Figura 7.2: Espectros de CPMAS del3C de:(a) NOR, (b) (HCI.NOR) 3Al Metodo I, y (c)
(HCL.LNOR) 3Al Metodo Il. Los asteriscos indican bandas rotacionales.

asignaciones se realizaron comparando el espectro en solugoos espectros de edicon
de carbonos cuaternarios.

La gran similitud entre NOR y CIP hace que sus espectros sean padas siendo
posible observar el mismo comportamiento: cinco grupos de skesatres por encima de
100 ppm y dos por debajo de los 60 ppm. De la misma manera que eR,&lada uno de
los grupos pertenece a zonas bien diferenciadas de la mdhc Las senales de los anillos
aromaticos y del grupo carboxilo se encuentran a ppm altos emtras que las senales de



7.1. Caracterizacon de los complejos - Aralisis de Espec tros de 13C 73

resonancia correspondientes a los grupos metilenos del ande piperazina y del grupo
terpeno se encuentran a ppm bajos.

La multiplicidad observada en el espectro d€C de NOR muestra claramente la ex-
istencia de mas de una mokcula por celda unidad asinetricaLas sefales de resonancia
de los carbonos que muestran desdoblamientos mas marcado$4)CC(3a), C(3), C(1b),
C(9) y C(8)) son probablemente los mas expuestos a las moEas vecinas, con su apan-
tallamiento electonico nas afectado con respecto a las reaulas en solucon.

Las asignaciones para los espectros de CPMAS'#€ de las sustancias de (HCI.NORAI
se realizaron compagndolos con el espectro éC de NOR y teniendo en cuenta los es-
pectros de supreson no cuaternaria, que se muestran en la guva3s.

Al analizar los espectros de (HCI.NORAI tamben podemos identi car cinco grupos
de senales como en NOR, con multiplicidades debido al acongi@ento. En el caso de
(HCI.NOR)3Al Metodo |, las senales se superponen hasta formar resonanciastes, in-
dicando el camcter parcialmente desordenado del materiaktl complejo (HCI.NOR)sAI
Metodo Il presenta senales mas resueltas, mostrando ser menosaddenado que el ante-
rior.

Los espectros dé3C de los complejos no muestran residuos de NOR sin acomplejar.
Este hecho est basado en la resonancia a 9.1 ppm en NOR, que desagmcompletamente
luego del acomplejamiento. La relacbn senal-ruido del esgtro de'*C permite determinar
que si hay algun residuo de NOR pura, este es menor al 4 %.

Las senales correspondientes a C(4) y C(3a) muestran clarogiotientos a ppm nmas
bajos, evidenciando la participacon de estos rucleos en lzoordinacon con el aluminio
mediante los oxgenos.
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Figura 7.3: Edicon de carbonos cuaternarios de:(1a) CIP, (1b) CIP-Al 1, (1c) CIP-Al Il, (2a)
NOR, (2b) NOR-AI I y (2c) NOR-AI Il .
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Tabla 7.1: Corrimientos qumicos de 13C (en ppm) para CIP, CIP-Al | y CIP-Al II.

BC CIP CIP-Al CIP-Al
Metodo | Metodo I
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 | 123.3119.8 120.0 118.0 111.5120.1 110.5
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
la 35.4 36.9 37.3
1b 7.5 9.3 8.7

Tabla 7.2: Corrimientos qumicos de 13C (en ppm) para NOR, NOR-Al | y NOR-A! II.

Bc NOR NOR-Al NOR-AI
Metodo | Metodo I
4,3a | 176.6 1749 171.0 173.1 167.6 175.6 174.5 172.3
169.1 166.8 170.0 166.5
6,7 | 154.6 152.6 149.0153.9 151.2 145.2 155.3 152.6 149.7
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 | 121.8119.7 115.4 120.0 111.8 123.3 121.3 118.7
113.8 108.1 116.5 112.0 109.7 107.
5 110.0 111.0 113.1
8 105.5 104.0 106.0 104.3 103.0
la 514 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. Anlisis de Homogeneidad

Los espectros de CPMAS dé&’C de los complejos mostraron un alto grado de desor-
den, hecho que fue respaldado por experimentos de DRXP (ver $gc.2.2). Este hecho
abrb la posibilidad de analizar nuevos aspectos de estos camegtos. Para estudiar esta
caracterstica de los complejos uoroquinobnicos decidnos investigar los tiempos de rela-
jacon espn-red en la terna rotante T, 1sc. LOS resultados obtenidos a trawes de 10STis¢
nos dan una idea acerca de la heterogeneidad de las muestras. iempos de relajacon
en la terna rotante cortos dan una idea de mayor movilidad, Ique est indicando un
caacter mas desordenado del compuesto.

7.2.1. Tiempo de relajacon en la terna rotante T 1 13C

Los valores de T 3¢ para los carbonos de los grupos GHn los complejos de aluminio
obtenidos utilizando la secuencia de pulsos especi cada en gura 3.10 se muestran en
la tabla 7.3. El decaimiento de la magnetizacbn dé*C como funcon de , M¢( ), para
estos carbonos en (HCIL.CIRAI y (HCI.NOR) 3Al se muestran en la gura 7.4. En los

Tabla 7.3: Valores de T, para carbonos de los grupos CH

T1 CIP-Al CIP-Al NOR-AI NOR-AI
Metodo | Metodo I Metodo | Metodo Il
la - - 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

gl cos se puede observar un comportamiento bi-exponencide la magnetizacon como
funcon del tiempo de spin-lock ( ). Este hecho indica que los complejos son materiales
heterogeneos con al menos dos fases con diferentesordem@sovilidades. El decaimiento
de la magnetizacon puede ajustarse con la siguiente ecuato

Mc( )= Aexp( =T1,)+(1 A)exp( =Ti,) (7.1)

En nuestro caso, como la magnetizacon ha sido normalizadasloalores de A y (1-A)
pueden interpretarse directamente como el porcentaje de lauestra con T,, y Ty,
respectivamente. Usualmente, en este tipo de compuestos lideslores cortos deT;
corresponden a fases desordenadas.

Las Ineas de resonancia de los carbonos pertenecientes @pgs CH o CH que apare-
cen en el espectro de CPMAS d&¥C con 80 s de tiempo de contacto no muestran un
decaimiento apreciable durante el tiempo dspin-lock Este hecho es esperable debido a
gue el mecanismo que produce la relajacon involucra el adepcon los campos locales
uctuantes de protones, que requieren la presencia de protaneercanos. En el caso de los
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grupos metilos, la apida rotacon a lo largo del enlace C-Goromedia el acople dipolar.
Puede observarse que los;Tde los complejos obtenidos por el Metodo | son nas cortos

0 01
o C(1b) o C(1a)
e C(235'6) » C(2356)
C 4] 11
‘O
@)
ﬁ 2 21
-—
()] (a) (©)
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™
-~ -14
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B
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T [ps] T [ps]

Figura 7.4: Magnetizacon de 1°C en funcon del tiempo de spin-lock para algunos carbonos
seleccionados en el experimento de {T. Se muestran los ajustes de los datos experimentales
de acuerdo a la ecuacon 7.1. (a) (HCI.CIP)3Al Metodo I, (b) (HCI.CIP) 3Al Metodo I, (c)
(HCLLNOR) 3Al Metodo |y (d) (HCLLNOR) 3Al Metodo 1l . Los valores obtenidos de los ajustes
se muestran en la tabla 7.3.

gue los correspondientes a los complejos obtenidos por eltddo Il. Este hecho puede
ser asociado con una cristalinidad mayor en los compuestos eladlos por el Metodo II.
Los valores que se muestran entre paentesis en la tabla 3.10 daes fracciones corres-
pondientes a los T cortos. Estos resultados indican que los complejos de NOR son nmas
desordenados que los de CIP, especialmente el elaborado pdveebdo I.

7.2.2. Patrones de DRXP

Los espectros de DRXP de los complejos uoroquinobnicos nmstean el desorden
presente en los compuestos elaborados por los diferentesadsts. La gura 7.5 muestra los
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resultados obtenidos para CIP y sus complejos. Claramente se ga®bservar la diferencia
en cristalinidad entre el irmaco puero y los complejos coffAl. Si bien es notable el
caacter desordenado de los complejos, es posible notar rastrde cristalinidad en los
complejos elaborados tanto por el Metodo | como por el Metdo I1.
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Figura 7.5: Patrones de Difraccon de Rayos X de polvo para (a)(HCI.CIP), (b) (HCI.CIP) 3Al
Metodo | y (c)(HCI.CIP) 3Al Metodo II.

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

7.3. Coordinacon de 27Al

Una caracterstica relevante para estudiar en estos compuestes la coordinacon del
rucleo de ?’Al y analizar omoeste se une con las mokculas del frmacoyro para formar
el complejo.

7.3.1. Espectros de ?7Al

El rucleo de ?’Al es un rucleo cuadrupolar conl = g La transicon central observada
(% ! %) es independiente de la interaccon cuadrupolar de primarden; sin embargo, el
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Figura 7.6: Patrones de Difraccon de Rayos X de polvo para (a)(HCI.NOR), (b) (HCI.NOR) 3Al
Metodo |y (c)(HCI.NOR) 3AIl Metodo II.

espectro esh sujeto a la interaccon cuadrupolar de segundaoden que no es promediada
a cero por MAS.

El espectro de RMN con MAS de?’Al es sensible, en nuestro caso particular, a la
coordinacon de rucleos de aluminio con oxgenos. La mayodistincon que se puede
hacer es entre la coordinacon octaledrica, que da una salde resonancia a 0 ppm, y la
coordinacon tetraledrica para la cual la senal de resona&ma se encuentra en el rango de
50-65 ppm [60].

Se tomaron espectros d&Al 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 MHara protones. La
gura 7.7 muestra los espectros dé’Al para los cuatro complejos. Todos ellos muestran
una intensa resonancia alrededor de los 0 ppm, evidenciandatrdinacon octakedrica
del aluminio. De estos resultados podemos determinar que caola de aluminio est coor-
dinado con dos oxgenos de cada una de las tres mokculas Fleoroquinolonas en todos
los complejos. Aun cuando no hay dudas acerca de la coordimaicdel ion de aluminio,
los anchos y formas de las Ineas espectrales para las muesieeparadas por los distintos
metodos no son icenticas. Las Ineas de RMN de&’Al para los complejos preparados por
el Metodo Il son claramente mas asinetricas que las correspualientes al Metodo I. La
diferencia puede estar originada por la interaccon cuadpolar de segundo orden, que no



7.3. Coordinacon de  %7Al 79
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Figura 7.7: Espectros de RMN de?’Al adquiridos en un campo magretico externo de 300 MHz
de los complejos (HCI.CIPxAl y (HCI.NOR) 3Al obtenidos por los Metodos 1y II.

(HCLCIP),AL (1) (HCLNOR),AL (T)

10 5' Z) 7'5 —1‘0 4‘5 -20 10 ; é —I5 V%D 755 -20
Ba /opm 8 /ppm
(HCLCIP),Al (IT) (HCLNOR); Al (1)
10 5 0 5 0 5 20 10 5 0 k2 o s 20
Sap/ppm S fppm

Figura 7.8: Espectros de RMN de estado lido d&’Al adquiridos en un campo magretico
externo de 850 MHz de los complejos (HCI.CIRAI y (HCI.NOR) 3Al elaborados por los Metodos

Ly Il
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Figura 7.9: Espectro bidimensional de MQMAS de?’ Al para NOR-AI Metodo 1.

es promediada a cero lo con MAS, o por aluminios en sitios houaglentes.

Para determinar a cual de estas dos posibilidades se deba lanh@ asinetrica de las
Ineas, se tomaron espectros a 19.06 T, lo que corresponde a ueatdiencia de Larmor para
27Al de 221.52 MHz y 850.13 MHz para protones. Los resultados obtemsdse muestran
en la gura 7.8, donde se puede ver que la forma de las Ineas ®setrica para todos
los compuestos excepto para (HCI.NORAI Metodo II. Debemos recordar que el segundo
orden de la interaccon cuadrupolar es proporcional a lawersa de la frecuencia de Larmor,
de esta manera, a medida que aumentamos el campo magreticteexo (aumentamos la
frecuencia de Larmor), disminuimos la importancia del seguadrden de la interaccon
cuadrupolar. De esta manera podemos concluir que la forma @ Ineas de resonancia
obtenidas a campo mas bajo es debida a la fuerte interacoocuadrupolar, que se reduce
al aumentar el campo magretico externo.

Para (HCI.NOR);AIl Metodo Il realizamos un experimento de MQMAS (Figura 7.9),
este experimento permite resolver Ineas provenientes deisg con diferentes entornos
para analizar el espectro asinetrico dé’Al obtenido a campo alto. El resultado de di-
cho experimento, sin embargo, no nos permito llegar a una duson de nitiva. No se
observan dos sitios bien resueltos, en cambio podremos decir fugue sucede en este
compuesto es que hay una distribucon de corrimientos qurobs, pero no dos sitios bien
distinguibles.
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7.4. Espectroscopa Infrarroja (IR)

Para todos los compuestos contamos con informacon provenie de experimentos de
FTIR [47],[61]. La informacbn que FTIR brinda sobre el estiamiento y la deformacon
de los modos delacido carboxlico, el carboxilato y los gipos carbonilos en las series de
CIP y NOR es util para comparar los complejos obtenidos por kdistintos netodos y
ayuda a la caracterizacon y determinacon de la coordineon con elatomo de aluminio.

7.4.1. Serie de NOR

Varias observaciones pueden hacerse para la serie de NOR en laragd.10. La vi-
bracion de estiramiento del grupo carboxilo dinerico (coon ) de NOR esta alrededor
de 1712 cm?, y tamben esh presente en la mezcla fsica de los compuestosa banda
fuerte a 1626 cm! puede asignarse a los modos de estiramiento de los anillos atoos
de las uoroquinolonas C=C (cc) Y N=C ( ¢n). La banda a 1582 cm?! se atribuye al
estiramiento del 4-C=0. Estas asignaciones esan de acuerdo esultados previamente
reportados [62]. En el espectro de (HCI.NORAI (Metodo 1), la banda correspondiente
ala coon desaparece y aparecen dos nuevas bandas a 1527*cyna 1399 cm?®. Estas
bandas pueden ser asignadas a los modos de estiramiento del @dalato antisinetrico
( cooHn antisim ) Y Sinetrico ( coon sim) respectivamente. Adenas, se observa un corri-
miento a rumero de onda mas bajo (de 1582 a 1556 crh) en la banda del 4-C=0 luego
del acomplejamiento, sugiriendo la participacon de este gpo en la coordinacon con el
aluminio.

De acuerdo con los espectros de RMN con MAS déAl, dos atomos de oxgeno
por mokcula de uoroquinolona esan involucrados en la cordinacon. Entonces, hay
dos posibilidades: un carboxilato monodentado con la parggacon de un 4-C=0 o el
carboxilato bidentado sin participacon del 4-C=0. El primer caso presentara una banda

cooH sim €ntre 1385y 1402 cm! y una separacbn entre coon anisim Y COOH sim s

, cercana a la de la sal alcalina. En el segundo caso, la banda geon sim aparecera
a energas altas y la  sera signi cativamente mas chica que la de la sal alcalina.
acuerdo con nuestros resultados, el espectro de (HCI.NQR) (Metodo |) muestra una

cooH sm 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=0 y un
atomo de oxgeno estn coordinados directamente con el aiinio. Evidencia adicional

de la participacon del grupo 4-C=0 puede extraerse de la reg de deformacon de la

cetona (1200-1350 cnt) y de la deformacbn fuera del plano del carbonilo con banda
alrededor de 700-750 cnt, ver gura 7.10.

El espectro de IR correspondiente al complejo (HCI.NORAI obtenido por el Metodo
Il no muestra diferencias con el obtenido por el Metodo I.
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Figura 7.10: (1) Espectro de FTIR de la serie de NOR mostrando el modo de estimiento
del carboxilo en: (a) NOR, y los modos de estiramiento del cadxilato antisimetrico y sirmretrico
en: (b) (HCI.LNOR) 33Al Metodo |, y (c) (HCILNOR) 33Al Metodo Il. (2) Espectro de IR de la
serie de NOR mostrando la regon de deformacon del 4-CO (1D0-1350 cm 1) y el modo de
deformacon fuera del plano (700-750 cm 1) en: (a) NOR, (b) (HCI.NOR) 33Al Metodo |, y (c)
(HCI.NOR) 33Al Metodo II.

7.4.2. Serie de CIP

La CIP pura cristaliza como un zwitteron y la banda coon ho esh presente [53].
En los espectros de (HCI.CIP)AIl y la mezcla fsica, dicha banda se observa a 1709 cin
(ver gura 7.11). La banda fuerte a 1625 cm! en (HCI.CIP) (tambéen observada entre
1633y 1617 cm? en el resto de la serie) puede asignarse a las vibraciones de est&ato
C=C y N=C de los anillos aromaticos ( cc ¥ cn). La banda del 4-C=0 se observa como
un hombro a 1611 cm! en (HCI.CIP). Estas asignaciones estin de acuerdo a resultados
previamente reportados [62]. Como se obseno en los comptefe aluminio de NOR, el
espectro de (HCI.CIP}AI (Metodo 1) no muestra la banda correspondiente a coon . EN
el espectro de CIP-Na, la bandacoon anism €S observada a 1587 cmhy coon  sim
esh presente como una banda fuerte a 1456 ch En la gura 7.11, el espectro del
complejo (HCIL.CIP)sAl (Metodo 1) muestra varias bandas en las regiones paracoon sim
haciendo que la identi cacon de esta banda no sea tan sencill&in embargo, la gura 7.11
muestra las modi caciones de la regon de deformacon de leetona (1200-1350 cnt) y
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Figura 7.11: (1) Espectro de FTIR de la serie de CIP mostrando el modo de esamiento
del carboxilato antisinetrico en: (a) CIP, (b) (HCL.CIP) 33Al Metodo | y (c) (HCIL.CIP) 33Al
Metodo IlI. (2) Espectro de IR de la serie de NOR mostrando la regon de deformacon del 4-CO
(1200-1350 cm 1) y el modo de deformacon fuera del plano (700-750 cm?) en: (a) CIP, (b)
(HCI.CIP) 33Al Metodo I, y (c) (HCIL.CIP) 33Al Metodo II.

de la deformacon fuera del plano del carbonilo con bandasrededor de 700-750 cnt en
(HCI.CIP) 3Al. Estos hechos sugieren la participacon del grupo 4-C=0 ermalcoordinacon
con aluminio de la misma manera que fue observado para los coajgg de NOR.

Basandonos en las similitudes estructurales entre CIP y NOR y$aesultados obtenidos
por RMN de 2’Al, no se esperan diferencias en el tipo de coordinacon.

El espectro correspondiente a (HCI.CIRAI (Metodo Il) no muestra diferencias con el
obtenido para el Metodo I. De las guras 7.10 y 7.11 surge que geoduce una reaccbn
parcial entre las Fluoroquinolonas (NOR y CIP) y el cloruro dealuminio cuando ambos
compuestos son mezclados fsicamente (NOR-MF y CIP-MF).

Es evidente que no ®lo las bandas caractersticas de NOR (o )l se observan en la
mezcla fsica. Por ejemplo, la banda a 1525 cr correspondiente al modo de estiramiento
del carboxilato antisinetrico que est ausente en el irmao puro es claramente visible en
el espectro de NOR-MF. Este comportamiento puede explicarse garalta constante de
asociacon y el medio de reaccon provista por el agua de higtacon de la sal de aluminio.
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7.5. Discuson y conclusiones

Los experimentos realizados permitieron analizar en prafdidad los complejos de
Fluoroquinolonas con aluminio. Los espectros déC de estado lido mostraron que los
corrimientos qumicos de los complejos preparados por Ibktodos | y Il tienen similitudes
y muestran el mismo comportamiento.

El aralisis de los tiempos de relajacon espn-red en la tera rotante T; permito de-
terminar que los complejos de NOR y CIP producidos por ambosetodos son sistemas
fsicamente heterogeneos. Los (T ) de los cuatro compuestos muestran la coexistencia de
al menos dos fases con diferentes movilidades, una asociadawwn fase mas ordenada
y la otra a una fase mas desordenada. Tamben se pudo determingue los complejos
elaborados por el Metodo Il son mas cristalinos que los elabados con el netodo I.

De los experimentos de RMN y de FTIR podemos concluir que laagcon entre
las FQs y el aluminio es completa. En todos los complejos, logsmos atomos son los
involucrados en el acomplejamiento. En particular, de lospectros de RMN de?’Al se
obseno una coordinacon octatedrica del ion de aluminioen todos los complejos y los
espectros de FTIR muestran que la coordinacon del aluminicse trawes del grupo 4-CO
y del sistema 3-carboxlico. Estas observaciones indican queslcompuestos obtenidos por
el Metodo | y el Metodo Il son gumicamente los mismos.

Las diferencias observadas en los espectros de RMN de estadaotie 13C y 27Al
se deben a la diferencia en la interaccon cuadrupolar de segio orden presente en los
compuestos, y tamben probablemente a pequenos cambios arcbnformacon molecular.



Captulo 8

Sacarinatos Fluoroquinobnicos

Como mencionamos en el captulo anterior, desde la introdaon del Acido Nalidxico
(NalH) [51] en la pactica clnica a comienzos de 1960 se han skarollado un gran rumero
de agentes antibacterianos derivados del mismo [51].

Como tamben senalamos previamente, entre los inconvenies que presentan los AM-
FQs (ver seccon 6.1) vinculados a su formulacon farmacica se destacan su baja solu-
bilidad acuosa y propiedades organokpticas desfavorablgsabor amargo) ([63], [64], [65],
[2], [66], [67]). Estas caractersticas han limitado sus posilolades de formulacon para su
uso en terapeutica humana y son adenas causa de poca aceptecen los animales de
produccon, lo que limita crticamente su uso.

Cuando es necesaria la preparacon de una forma de dosi cagi que contiene un
firmaco que presenta un sabor particularmente desagradables recurre a diferentes es-
trategias para enmascarar estas caractersticas desfavorab] por ejemplo el recubrimiento
con distintas sustancias la jacon en resinas de intercambionico, la microencapsulacon
y el acomplejamiento con ciclodextrinas.

En el caso de firmacos con grupos ionizables, la formacon dales es uno de los
recursos mas utilizados, ya que se pueden obtener derivados pmpiedades mejoradas.
Entre los agentes sali cantes de uso farmacutico puede memcarse a la sacarina (SAC),
un endulzante arti cial. Hay ejemplos, donde sales de sacarinarc diferentes irmacos
han demostrado propiedades ventajosas [68].

Se ha descripto que la coordinacon qumica del anon sacarato, obtenido por de-
protonacon del grupo NH, es muy interesante y versatil tomand en cuenta que ofrece
diferentes sitios de coordinacon para centros mealicos.

Varios trabajos mostraron que los derivados de SAC, ya sea cosades 0 co-cristales,
muestran una mejor solubilidad [69]. Tamben, se ha propuestaig estos derivados poseen
propiedades organokpticas mejoradas [68].

Continuando con el estudio de compuestos de intees farmaigco, en esta parte de la
tesis centramos nuestra investigacon en una nueva serie de &acatos Fluoroquinobnicos
(Seccon 6.1.2)
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8.1. Caracterizacon de los Sacarinatos

8.1.1. Espectros de CPMAS de 3C

Para la serie de Sacarinatos Fluoroquinobnicos (FQ-SACsgalizamos experimentos
de CPMAS de!3C utilizando la secuencia de pulsos detallada en la seccon 3.@€on los
paametros especi cados en la seccon A.2.1.

Los corrimientos qumicos de'*C para SAC, las FQs y los sacarinatos de FQs se
muestran en la Tabla 8.1 y la numeracon est de acuerdo con lgura 6.2.

Para asignar los corrimientos qumicos de SAC, comparamo$ @spectro en estado
lido (ver gura 8.1) con el espectro en solucon que se muestran la referencia [70].
Tuvimos en cuenta adenas, el espectro de NQS que se muestra en laray8.1. Para cada
una de las muestras de la serie, el proceso de asignacbn de lamles~de*C se realizo
en forma similar.

La asignacbn de las senales de resonancia para los especteo€EMAS de’*C de los
compuestos farmaauticos puros se realiod de la siguiente nea. Para los espectros de
CIP (gura 8.2) y NOR ( gura 8.3) se utilizaron las asignacionebtenidas anteriormente
(Seccon 7.1). En el caso de ENR y OFL, se tuvieron en cuenta lossultados de los
espectros de NQS y se compararon los espectros con los de CIP y NO&RaFRorroborar
las asighaciones en estos casos se utilizaron simulaciones decgsgesn solucon obtenidos
mediante un software comercial (ACD Labs). Las asignacionesrpdos espectros dé3C
de los sacarinatos se realizaron comparando con los espectm$od firmacos puros y la
sacarina.

Los espectros dé*C de los sacarinatos muestran Ineas angostas, lo cual indica aito
grado de cristalinidad, aspecto con rmado por los resultadodtenidos mediante DRXP,
como veremos nmas adelante.

A continuacon analizaremos por separado cada uno de las sustéas y luego su cor-
respondiente sacarinato.

Sacarina

En la gura 8.1 se presentan los espectros de CPMAS ¢ de la sacarina. Los car-
bonos no cuaternarios de SAC (C(24), C(27) y C(25), C(26)) sea@ientran superpuestos
a 122.4 ppmy 135.6 ppm respectivamente. Sin embargo, en la wrayde los sacarinatos
estas senales aparecen bien resueltas y con gran intensidado pstede ser debido a la
gran cristalinidad y orden que muestran estos compuestos. Adenmes) todas las FQ-SACs
se observa un corrimiento a ppm nas altos del carbono C(29) sda formacon de la sal
(tabla 8.1).



Tabla 8.1: Corrimientos qumicos de 13C (en ppm) obtenidos de los espectros de CPMAS de SAC, las FQsas|FQ-SACs.

H 13C \ SAC \ CIP \ SAC-CIP \ NOR \ NOR-SAC\ OFL \ OFL-SAC \ ENR \ ENR-SAC H
4 - 173.2 174.8 174.0 172.5176.5 175.0 175.3 174.7 173.8 173.9
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 la Idem la Idem 14a | Idem 14a
15,16 43.3
la - 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 11.07.6 15.0 14.1 68.6 69.3 67.7 8.87.8 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
495 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

sojeulledes SO| ap uadeziisieie) 'T'8

.8
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Es de destacar que, la senal perteneciente al carbono C(28)sdearina al formar los
sacarinatos se corre mucho de su posicon original, lo que hagteitlla individualizacon
deesta senal particularmente en SAC-CIP.

23 28
2526 24,27
29 d ?
(@)
T T T T T 77/ T T 1
29 23 28
(b)
ya
T T T T T T T ¥ T 77F T T T T 1
180 160 140 120 100 40 20 0
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Figura 8.1: (a)Espectro de CPMAS del3C de SAC y (b) Espectro de Supresbn No Cuaternaria
de SAC.

Sacarinato de Cipro oxacina (SAC-CIP)

En la gura 8.2 podemos observar los espectros de CPMAS &C junto con los
espectros de edicon de carbonos cuaternarios obtenidosnda secuencia de NQS para
CIP y su sacarinato (SAC-CIP).

Como rasgos distintivos podemos senalar que la resonanciaegpondiente al carbono
C(3) se corre a ppm nas alto respecto del valor del corrimientgumico en solucon, de
109.5 ppm a 123.3 ppm. Como consecuencia de esto, las senatesspondientes a C(3)
y C(10) se acercan en el espectro de CPMAS y se hace difcil la agigon de las mismas.

Si analizamos el espectro de CPMAS déC de SAC-CIP ( gura 8.2 (b)), podemos ver
una multiplicidad que no se observa en CIP o0 SAC, es por este matigue las asignaciones
se realizaron por grupos de senales. El doblete que se observa lgesenal correspondiente
al carbono C(6) y la resonancia ancha para C(7) estin ocasior@lpor el acople con el
rucleo de '°F. La multiplicidad observada para el doblete correspondie@ta C(6) nos
permite a rmar que hay nmas de una mokcula en la celda unida asinetrica.

El espectro de SAC-CIP y su correspondiente espectro de NQS se muestr la gura
8.2 (c) y (d). El sacarinato presenta Ineas mas angostas quell, mostrando el alto grado
de cristalinidad y orden presente en este compuesto. Estos resdtia esan de acuerdo
con los datos obtenidos mediante DRXP, como veremos en la setéi.1.2.

Asimismo, del aralisis de la Fig. 8.2 podemos determinar que elpectro de SAC-CIP
no es la suma de la uoroquinolona y la sacarina. Este hecho no esrdenor importancia
ya que demuestra que CIP y SAC reaccionan para formar la sal aggpondiente. Esta
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Figura 8.2: Espectros de CPMAS de'3C de: (a) CIP, (b) SAC-CIP. Espectro de Supreson No
Cuaternaria de: (c) CIP y (d) SAC-CIP.

concluson se basa en la presencia de nuevas sefales a 163.9 pdf5/0 ppm en el
sacarinato que no se observan en ninguno de los compuestos queidpnan.

Adenas, no se observan residuos de los precursores. Podemos i@adigta a rmacon
observando las resonancias que se encuentran a 173.0 ppm en CéP1g4.4 ppm en SAC
que no se observan en SAC-CIP. La relacon senal-ruido del espe de CPMAS de!3C
nos permite determinar que si hay algun residuo, ya sea del raco puro o de la sacarina,
este es menor al 4 %. de esta manera podemos a rmar que todas faseculas de SAC
reaccionaron con las de CIP para formar el sacarinato SAC-CIP

Notemos tambéen que las resonancias pertenecientes a losbmaros C(3a) y C(4) en
CIP, se separan en SAC-CIP. La posicon de C(3a) a 163.9 ppm en GAIP indica que
el grupo COOH no esh cargado negativamente. Los corrimiers de las senales C(3) y
C(10) en el sacarinato se observan claramente en el espectro de NEX$0s corrimientos
pueden deberse a cambios en las interacciones que involucran a estos carbonos (ver
captulo 9).

Sacarinato de Nor oxacina (SAC-NOR)

Los espectros de CPMAS d&C 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 panamos el obtenido
en estos experimentos con el obtenido para el compuesto fanéco puro en la Seccon
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7.1 donde estudiamos los complejos con aluminio, se puede vae g@ste espectro actual
no muestra la misma multiplicidad en las senales (Tabla 8.1)nEparticular, NOR puede
encontrarse en diferentes formas hidratadas: dihidrato, sesigjdrato y anhidra [71]. De
esta manera, las diferencias en la multiplicidad de las las de resonancia entre ambos
espectros puede atribuirse a diferencias en el grado de hid@in de la materia prima
(NOR) utilizada para la sntesis de los complejos con aluminiy la utilizada para la
sntesis de los sacarinatos.

180 160 140 120 100 60 40 20 O

8+3c/PPM

Figura 8.3: Espectros de CPMAS de'3C de: (a) NOR, (b) SAC-NOR. Espectro de Supreson
No Cuaternaria de: (c) NOR y (d) SAC-NOR.

Podemos ver que tanto NOR como su sacarinato muestran un alto geade cristalin-
idad y se con rma por los resultados obtenidos por DRXP (ver seogi8.1.2). Nuevamente,
estamos interesados en ver si el irmaco y la sacarina reacciorgara formar de la sal
correspondiente. La multiplicidad de las senales de I6%C del anillo piperazina (C(12),
C(13), C(15) y C(16)) en SAC-NOR indica que el producto nal naes la mezcla fsica de
SAC y NOR. Tamben, podemos observar que en el sacarinato no seceantran residuos
de sus precursores. Por ejemplo, podemos observar que las se®ald6.5 ppm de NOR y
a 164.0 ppm de SAC desaparecen en SAC-NOR. La parte de la molecde NOR involu-
crada en la formacon de la sal muestra modi caciones en el egp® de SAC-NOR, en
especial los carbonos pertenecientes al anillo piperazigage se encuentran mejor resueltos
y presentan Ineas mas angostas.
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Sacarinato de O oxacina (SAC-OFL)

Los resultados obtenidos de los experimentos de CPMAS #€ y NQS para OFL y
Su sacarinato se muestran en la gura 8.4.
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Figura 8.4: Espectros de CPMAS de'C de: (a) OFL, (b) SAC-OFL. Espectro de Supreson
No Cuaternaria de: (¢) OFL y (d) SAC-OFL.

En el espectro de CPMAS dé3C se aprecia, al igual que para las otras FQs, grupos
de senales: un grupo por encima de 100 ppm y otro por debajo deppt.

De la multiplicidad de las sefales que se encuentran por debaie 60 ppm en el
espectro del sacarinato podemos a rmar que el producto nal nes la mezcla fsica (o la
suma) de sus componentes (SAC y OFL). Adenas, la ausencia de loggqursores puede
ser determinada por las ausencias de las resonancias a 122.3 gprOFL y 164.0 de SAC.

La parte de la mokcula que interviene en la formacon de SB-OFL, el anillo pipera-
zina y el carbono C(14a), muestra modi caciones en el especttel sacarinato comparado
con el espectro del Birmaco puro. La multiplicidad de las sefes correspondientes a C(1b)
y C(1c) evidencian la existencia de nas de una mokcula poretda asinetrica en SAC-
OFL.

Sacarinato de Enro oxacina (SAC-ENR)

Los espectros de CPMAS dé&*C y NQS de ENR y su sacarinato se muestran en la
gura 8.5. Como en los compuestos anteriores, en este caso tagnbes evidente el grado
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de cristalinidad de los compuestos. Como se obseno para OFL, laultiplicidad en las
sefnales por debajo de 70 ppm indica que el sacarinato no es laauai® sus precursores.
Podemos determinar que no hay residuos de SAC o ENR observand® sanales que se
encuentran a 14.6 ppm en ENR y a 128 ppm en SAC gue desaparecen ladiormacon
de la sal.

Como ocurre para NOR y OFL, ENR tamben muestra modi caciones @ las senales
de los carbonos que participan en la formacon del sacariratel anillo piperazina, C(14a)
y C(14b)). Estas senales presentan desdoblamientos y corriniges. Una particularidad de
este sacarinatos es que la senal correspondiente al carbon@aC(@uestra un corrimiento
a ppm mas alto luego de la formacon de la sal. Este hecho se deheun cambio en la
interaccon puente hidogeno que involucra al grupo carbxilo, como se deduce de los
experimentos de IR (Seccon IR).

3 W

14a 14b

429 3, TI0ZE o 3 14b
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180 160 140 120 100 60 40 20 0
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Figura 8.5: Espectros de CPMAS de'C de: (a) ENR, (b) SAC-ENR. Espectro de Supreson
No Cuaternaria de: (c) ENR y (d) SAC-ENR.

Adenmas, se aprecia claramente un corrimiento a ppm nas altosetl carbonilo C(29)
luego de la formacon de la sal en todas las FQ-SACs (ver tabi&l), excepto en SAC-
CIP, donde el C(29) aparece como un multiplete junto a las satas C(4) y C(3a). La senal
perteneciente al carbono C(28) se corre mucho de su posicongamal, este hecho hace
difcil la individualizacon de esta senal (C(29)) en SACCIP. El corrimiento de C(29) en
las FQ-SACs puede ser atribuido a la formacon de la sal, de ado a los resultados
obtenidos por IR (Seccon 8.1.4)
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Figura 8.6: Patrones de difraccon de rayos X de polvo de (a) OFL, (b) SAGOFL, (c) ENR
y (d) SAC-ENR.

8.1.2. Difraccon de Rayos-X de Polvo

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

En particular, pueden observarse nuevas re exiones, asi comodasencia de las re-
exiones caractersticas de SAC y las FQs en las FQ-SACs, enrgalades detectables por
esta ecnica. En la gura 8.6 se muestran los resultados obterod de DRXP para OFL,
ENR y sus correspondientes sacarinatos. Los resultados obtenidigslos experimentos
de DRXP concuerdan con lo observado por RMN de estado lido. Unasduson nmas
detallada de los datos obtenidos por DRXP se encuentra en lagedncia [47].

8.1.3. Metodos Termicos de Aralisis

El comportamiento ermico de los FQ-SACs fue estudiado mednte TGA y DSC
[47],[72], en el rango de temperatura de 25-50Q. Los termogramas para OFL, ENR y
Sus respectivos sacarinatos se muestran en las guras 8.7. Anatios el caso de SAC-
CIP. SAC-CIP muestra un comportamiento diferente al de sus pcarsores. No se observa
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perdida de masa cuando el compuesto SAC-CIP se calienta de 25 hasta su fuson
indicando la naturaleza anhidra del compuesto as tambertomo la ausencia de SAC sin
reaccionar, resultado que concuerda con lo observado por DRXRgr RMN de estado
olido. Comportamientos similares se observaron para el reste tbs sacarinatos.

5 ; 5
munaess il e | gl
0 ) Bo J / L N
z L S E ef Nomw
Y e SR |
ot : N g N
g Y \i of g 5 ot
a8 I a8
e g
3 20
Z -104 2
(a) (c)
15 ‘ A5 ‘
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
TEMPERATURA (°C) TEMPERATURA (°C)
120 ——— : 120
100 N\ 100 { ™
1
80 e ™ B T Y
\\‘ \\ N, \ \ \\\
= 3 o, —~—— = ] "~
£60 4 \ 3 £ 60 \ \ |
9) 3 k" 9; i \
Bo \ \ X3 o
\\‘_.. )
20 \‘ 20 i L
. ‘ 5 | | e
(b) { (d) L
-20 : : ‘ . 20
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
TEMPERATURA (°C) TEMPERATURA (°C)

Figura 8.7: Curvas de DSC y TG para (a) DSC para OFL (violeta), SAC-OFL (lila) 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. Espectroscopa Infrarroja con Transformada de Fourie r
(FTIR)

Las senales mas caractersticas de los espectros de FTIR ds FQ-SACs se muestran
en la Tabla 8.2. La interaccon entre SAC y cada una de las FQse evidencia a partir de
las bandas correspondientes al estiramiento N(21)-H y C(29){6tuadas a 3094 cm1y
1719 cm 1. La ausencia de la banda de N(21)-H y el corrimiento batocioico de C(29){O
con rman la formacon de la sal por transferencia del probnde la amida de SAC a la FQ.
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Figura 8.8: Espectro de FTIR de SAC.

Estos resultados estin de acuerdo con estudios previamente paédos para compuestos
similares [68].
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Figura 8.9: Espectros de FTIR de: (a) OFL, (b) SAC-OFL, (c) ENR y (d) SAC-ENR .
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Tabla 8.2: Datos de FTIR para las FQs, SAC y las FQ-SACs.np, no presenta. en la sal ©dica

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 aromaticos
C(3)=O0H - np | 1734 | 1732 | 1732 | 1716| 1706 | 1736 | 1720
C(4)=0 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)=0 1180 - 1148 - 1153 - 1149 - 1155
sym S(22)=0 | 1338 | - 1338 - 1270 - 1282 - 1341

La diferencia en las interacciones de puente hidogeno desIFQ-SACs y los reactantes
cristalinos (SAC y FQs), llevan a cambios signi cativos en losspectros de FTIR, como
se muestra en la gura 8.9. Comparando los espectros de SAC (Fig8.8) y FQ-SACs
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Figura 8.11: Espectro de Correlacon Heteronuclear H-13C de SAC.

podemos ver un corrimiento batocomico del pico de S(22){Que relaciona la interaccon
puente hidogeno en sus estructuras cristalinas.

8.2. Espectroscopa de Correlacon en Estado Slido

Los espectros de correlacbn heteronucleaH-3C en estado olido fueron realizados
con el objetivo de obtener espectros de alta resolucon del y adenmas para lograr una
correcta asignacon de determinadas senales en los espectte CPMAS de'3C tanto de
las FQs como de las FQ-SACs. Para realizar estos experimentadiaamos la secuencia
de pulsos que se muestra en la gura 4.1 con los paametros espealos en la seccbn
A.2.7.

En las proyecciones de los espectros the no se observan todas las senales que es
posible observar en un espectro de CPMAS d&C convencional. Esto se debe al tiempo
de contacto corto que se utiliza en este experimento. Esto haagegolo los carbonos que
poseentH directamente ligados sean observados.

En general, en los compuestos estudiados, todos los espectrdgri@nsionales mues-
tran correlaciones claras y bien resueltas entre los carbsng sus protones ligados o
vecinos. Estas correlacione®H-13C permitieron realizar la asignacon tentativa para los
espectros déH. La Tabla 8.3 muestra los corrimientos qumicos déH para SAC, las FQs
y las FQ-SACs. Estos valores fueron extrados de los niveleasraltos de cada correlacon
en el espectro de HETCOR-FSLG bidimensional. No se han consignads Valores de los
corrimientos qumicos para los NH ya que los mismos no son observados en estos experi-
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mentos. Recordemos que Id$i observados con aquellos asociados a carbonos. La posicon
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Figura 8.12: Espectro de Correlacon Heteronuclear'H-13C de CIP (azul) y SAC-CIP (celeste).
Se indican las proyecciones y asignaciones para cada especbidimensional.
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Se indican las proyecciones y asignaciones para cada especbidimensional.

de los protones aromaticos de SAC a 7.9 ppm (Figura 8.11) fuemada como referen-
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cia para todos los espectros déH [70]. El error en la determinacon de los corrimientos
qumicos de *H es 0.5 ppm. En la gura 8.12 se muestran los espectros de corcela
bidimensional ¢H-3C) junto con sus proyecciones para CIP (azul) y SAC-CIP (celest

El entorno polar del anillo piperazina en la CIP zwitterorica no es signi cativamente
afectado luego de la formacon de la sal. Esto esa avalado pdos cambios menores
observados en las posiciones de estos protones en el espectrdd@eGP.

Los espectros de correlacon heteronuclear para NOR y su sacato se muestra en la
gura 8.13.

En el caso de NOR y su sacarinato, como as tamben en OFL, SAC-QF ENR
y SAC-ENR, el probn del grupo carboxilato (H3a) aparece en b espectros déH de
estado lido. Las correlaciones asociadas a este probn ncamitieron la asignacon de
las senales de los carbonos C(3a) en los espectros de CPMAS*@ede los sacarinatos
uoroquinobnicos.

Tabla 8.3: Corrimiento Qumico de 'H (en ppm) para SAC, las FQs y los FQ-SACs, tomados
directamente de los espectros de correlacortH-13C bidimensionales.

IH [SAC| CIP CIP- | NOR | NOR- | OFL | OFL- ENR | ENR-
SAC SAC SAC SAC
2526 | 7.9 - 7775 - 6.3 - 10.9 10.0] - 7.26.8
24,27
3a - - 13.7 14.5 14.7 | 154 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 - 73 |7.06.2/2136| 51 - - 5.7 7.0
12,13 - 4443 4.2 24 |353.7| 6.2 6.3 19 4338
15,16 4.0 4.2
la - 4.9 2.7 3.1 3.6 6.2 6.3 2.4 3.6
1b - 1.7 1.4 11 1.7 6.1 6.9 0.9 2.0
1c - 1.7 1.4 - - 3.7 4.7 0.9 2.0
l4a - - - - - 4.9 6.2 19 | 4338
14b - - - - - - - 0.9 2.3

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

Se puede observar que los protones de los anillos aromati¢g$2), H(5) y H(8)) mues-
tran corrimientos en todas las FQ-SACs, sugiriendo la apadoide nuevas interacciones.
Un comportamiento similar fue observado por otros grupos de iestigacon y atribuidos
a cambios en las interacciones puente hidogenos [73].

Observando la Tabla 8.3, podemos ver cambios generales erelgsectros deH, com-
parando las FQs con sus correspondientes FQ-SACs. En generalJas espectros de las
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Figura 8.14: Espectro de Correlacon Heteronuclear *H-13C de OFL (violeta) y SAC-OFL
(lila). Se indican las proyecciones y asignaciones para cadespectro bidimensional.
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Figura 8.15: Espectro de Correlacon Heteronuclear *H-13C de ENR (verde oscuro) y SAC-
ENR (verde claro). Se indican las proyecciones y asignaciorseepara cada espectro bidimensional.

FQ-SACs las senales de los protones del anillo piperazinamrsiorridas a ppm nas altos
(1-2 ppm) con respecto a sus posiciones en los espectrosHiele las FQs puras.
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8.3. Estudio del Canacter Zwitteronico de CIP

Un zwitteron (del aleman zwitter hbrido, hermafrodita ) es un compuesto qumico que
es ekctricamente neutro pero que tiene cargas formalessito/as y negativas sobreatomos
diferentes. Los zwitteriones son especies polares y usualmetesentan solubilidad alta
en agua y baja en disolventes organicos de cailcter apolar.

Del aralisis del espectro dé3C en estado lido de CIP podemos ver que las senales
de los carbonos C(4) y C(3a) aparecen superpuestas en la mismaigmn de resonancia
a 173.0 ppm. Este hecho marca una diferencia entre esta FQ y ldee estudiadas en
este trabajo de tesis, ya que en las mismas las senales de C(4) yaLCé&parecen como
sefales individuales bien resueltas. Esto indica que CIP es wmpuesto zwitteronico
[61],[62],[74]. EI caacter zwitteronico de CIP tambien se pudo con rmar mediante los
resultados obtenidos por FTIR.

La banda de absorcon IR del grupo C(3a){OOH est presente enodos las FQ-SACs
y las FQs a frecuencias similares a la de otras sales de estas FQsem@o para CIP, en
cuyo caso la banda C(3a){OOH est ausente. Sin embargo, la inéecon con SAC hace
visible la banda C(3a){OOH en SAC-CIP. Este comportamiento essperado si CIP es un
zwitteron y es convertido a la forma catbnica por transfe@encia probnica desde SAC.
El caacter zwitteronico de CIP es mas dominante que loszwitteriones de las otras FQs,
pero las razones de este feromeno ain no estin explicadasegquieren mayor estudio.

Una de las regiones nas interesantes de analizar en CIP es ld drillo piperazina,
ya que debera ser uno de los nas activos al momento de la foaebn de la sal. Si
observamos las senales que corresponden a este grupo (C(12B3)CC(15) y C(16)) vemos
qgue no sufren modi caciones signi cativas luego de la formanidel sacarinato. Esto puede
entenderse basandonos en el caacter zwitterbnico de ClPque lleva a tener un N(14)
cargado positivamente. Recordemos que el sacarinato se formedmante una transferencia
probnica de la amida de SAC a CIP, de esta manera, cuando el saimato est formado, el
N(14) queda cargado positivamente, es por esto que no observagi@amdes modi caciones
en esta parte del espectro.

El caacter zwitteronico de CIP hace que el probn perteneciente al grupo carboxilo
no ese presente en el espectro dél. Claramente podemos observar que esta sefal no se
encuentra en el espectro bidimensional de CIP, como se esperd@demos ver tambgen,
que en el espectro 2D del sacarinato de CIP la senal del probeldgrupo carboxilo
esh presente (Figura 8.12) con rmando que el caracter zwterbnico de CIP es revertido
con la formacon de la sal.

8.4. Discuson y conclusiones

Varias conclusiones pueden extraerse de los experimentoslizados en la serie de
sacarinatos uoroquinobnicos. Por un lado, se conrno la uilidad de SAC como un
agente formador de sales. Los nuevos derivados Fluoroquarmatos fueron obtenidos por
netodos de sntesis que no requieren solventes, lo cual es ianfante desde el punto de
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vista del proceso de desarrollo y qumica verde. Adenas, la serie productos mostraron
mejores propiedades con respecto a la solubilidad en agua. Besan el sabor dulce y la
solubilidad en agua nas alta de estos compuestos, las FQ-SACsdpan ser una buena
manera para mejorar las propiedades desfavorables asociadas las FQs.

Los sacarinatos fueron adecuadamente caracterizados en @stslido. Del aralisis de
los resultados de DRXP se puede concluir que las FQ-SACs son ®dcristalinos, hecho
tamben con rmado por los resultados obtenidos por los espgos de RMN de estado
lido. La presencia de nuevas re ecciones en los patronesRIRXP y nuevas resonancias
en los espectros de CPMAS d&C indican la formacbn de nuevos compuestos, diferentes
a sus precursores. Este hecho tamben puede observarse de los psirde fuson de las
FQ-SACs. Los experimentos de TGA dan evidencia acerca de lasancia de SAC sin
reaccionar, asi como de su naturaleza anhidra.

Los espectros de FTIR muestran una composicon multicompontnde las FQ-SACs.
Por otro lado, estos espectros dan clara evidencia de la forroade la sal por transferencia
probnica de la amida SAC a las FQs.

Los espectros 1D y 2D obtenidos por RMN de las FQ-SACs muestralaros cam-
bios en la multiplicidad y corrimientos qumicos en las resmncias de las regiones de las
Fluoroquinolonas cercanas a la zona de ligadura con la SAC.

A excepcon de CIP, que muestra un comportamiento diferental de las otras FQs,
pero de esto ya nos ocuparemos con nmas detalle en el siguiergptalo.

De los espectros de FTIR y los espectros de RMN podemos deteranique el caacter
zwitteronico de CIP es revertido luego de la formacbon dda sal.



Captulo 9

Polimor smo en SAC-CIP

Como mencionamos en la seccon 6.1.2, a partir de una solutdiluida y con un
enfriamiento gradual se obtuvieron monocristales de SAC-CIEn la gura 9.1 se exhibe
una foto de un agregado de monocristales representativo dehmqmesto SAC-CIP (I1).

Este hecho fue muy importante ya que permito estudiar el pator smo de SAC-CIP.
En este captulo vamos a llamar SAC-CIP (1), al sacarinato patristalino estudiado en el
captulo anterior y SAC-CIP (ll) al sacarinato de CIP obtenido como monocristal.

Figura 9.1. Microfotografa de cristales de SAC-CIP (lI).
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9.1. Amlisis Espectral de los Polimorfos

9.1.1. Anlisis de Espectros de CPMAS de 13C

Los espectros dé3C de SAC-CIP (I) y SAC-CIP (Il) se muestran en la gura 9.2y
sus corrimientos qumicos se detallan en la tabla 9.1.
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Figura 9.2: Espectro de CPMAS de!3C de (a) CIP, (b) SAC-CIP (I) y (c) SAC-CIP (ll).

Para un aralisis mas detallado, realizamos tamben expementos de edicon de car-
bonos cuaternarios que se muestran en la gura 9.3. Los espestoe CPMAS de'3C se
asignaron como ya mencionamos anteriormente en la seccoi.8.

Con respecto a los espectros de SAC-CIP (I y Il), ambos muestramehs angostas,
demostrando el grado de cristalinidad y orden presente en estasigstras. El espectro
de C de SAC-CIP (Il) con rma lo que muestran los datos cristaloga cos, que indican
la existencia de lo una mokcula por celda asinetrica, a tikrencia de lo que ocurre
en SAC-CIP (I), donde se observan multiplicidades para las saes de'*C indicando la
presencia de mas de una mokcula por celda unidad, lo que oduce la mayor evidencia
del polimor smo en SAC-CIP.

En el captulo anterior mostramos que CIP existe en estado s@ib como zwitteron,
lo que lleva a que el N(14) ese cargado positivamente. Compado los espectros de
13C de CIP y de las dos formas olidas de su sacarinato, no se observamdi caciones
apreciables en las senales correspondientes a*f6s pertenecientes al anillo piperazina
de CIP (C(12), C(13), C(15) y C(16)). Esto estn de acuerdo conlénecho de que, si
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Figura 9.3: Espectro de'3C NQS de (a) CIP, (b) SAC-CIP (1) y (c) SAC-CIP (lI).

bien el N(14) estn cargado positivamente en CIP, tamben lo esten los sacarinatos.
Podemos notar que las resonancias pertenecientes a los cadsoC(4) y C(3a), que en
CIP aparecen superpuestos a 173.2 ppm, se separan en ambos satasnlLa posicon
de C(3a) a 164.0 ppm en SAC-CIP (ll) indica que el grupo COOH nesta cargado
negativamente. Se observa en la gura 9.2 un corrimiento imgante a ppm nas bajos
sufrido por C(3) y C(10) en ambos polimorfos de SAC-CIP, origalmente a 123.3-119,8 en
el Brmaco puro. Las senales correspondientes a C(24) y C(2h la mokcula de sacarina
aparecen resueltos y con gran intensidad en SAC-CIP (Il). Lo smo puede observarse
para C(25) y C(26). Esto puede deberse a la pureza del sacarindim la sacarina pura,
las mokculas presentan una interaccon puente hidiogem entre ellas. Esta interaccon
puente hidogeno homomolecular, pasa a ser heteromoleculaego de la formacon del
sacarinato. Esto signi ca que la interaccon puente hidogeo es ahora entre la mokcula
de SAC y la mokcula de CIP. Esto produce un corrimiento del c¢honilo C(29), que en
SAC aparece a 164.0 ppm e en los sacarinatos se observa ppm nassal

La senal correspondiente a C(28) es difcil de asignar ya queegcuentra superpues-
ta con las resonancias de C(3) y C(10). Podemos observar queahportamiento de las
senales de resonancia que presenta SAC-CIP (1), tamben pueser apreciado en SAC-CIP
(1), por ejemplo, los corrimientos de C(3), C(10), C(28) y @29). De esta manera, los re-
sultados obtenidos por RMN estn indicando algun grado de siititud en las interacciones
moleculares en ambos polimorfos.
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Tabla 9.1: Corrimiento Qumico de 3C (en ppm) para SAC-CIP (I) y SAC-CIP (lI).

H 15C \ SAC-CIP (1) \ SAC-CIP (I1) H
C4) 174.9 174.1 172.5 170.9 173.8
170.3 168.8 166.2 164.2
C(3a) ldem 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 ldem 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) 11.07.6 7.3

C(29) ldem 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 resolucon de 'H en estado
®lido

Continuando con el aralisis espectros®pico de los polimag de SAC-CIP, se re-
alizaron espectros de alta resolucon déH. Cuando analizamos los espectros dél en
estado lido, encontramos que el efecto de incrementar lalogidad de rotacon R es
muy importante. Claramente podemos ver que al aumentak disminuimos el ancho de
las Ineas de resonancia. En la gura 9.4 mostramos el efectoe provoca el aumento de
la velocidad de rotacon en el espectro de MAS deH.

Algunas senales de resonancia, en particular aquellas que saientran a frecuencias
altas, aparecen resueltas lo a 60 kHz. Esto hecho deja clara mapbrtancia de usar
velocidades de rotacon bien altas en los espectros de estastido de compuestos de
intees farmacutico, donde la interaccon dipolar de potones es realmente fuerte. La
tabla 9.2 muestra el corrimiento qumico de'H para los espectros de RMN de estado
lidos para los tres compuestos, CIP, SAC-CIP (1) y SAC-CIP ().

Las asignaciones tentativas las realizamos teniendo en cizelos resultados obtenidos
de los experimentos de correlacbn heteronucledd-13C (Seccon 9.2.1), los experimentos
de correlacbn homonucleartH-H y los espectros de protones en solucon [47]. Los pro-
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PIP

Aromatics H(1a)
H(5), H(8), H(2) H(1b)

Vg=60 kHz NH® H(1c)

Ve=30 kHz
vg=15 kHz

20 15 10 5 0 -5

S slely]

Figura 9.4: Espectros de alta resoluconH a diferentes velocidades de MAS.

Tabla 9.2: Corrimiento Qumico de H (en ppm) para CIP, SAC-CIP (I) y SAC-CIP (lI).

I ™ [ CIP [CIP-SAC () |CIP-SAC (Il) |
H(la) 14 3.3 3.3
H(1c) 2.2 2211 1.1
H(1b) 03 | -020322 1.9

H(12),H(13)| 3.3 3.3 3.3
H(15),H(16)
H2) 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 - 13.114.3 13.0
H(25),H(26) | - 7.7 7.7
H(24),H(27)

tones aromaticos (H(2), H(5) y H(8)) aparecen sin resolver en CIRomo podemos ver en
el espectro obtenido para este compuesto en la gura 9.5 (a). Lesnales de los grupos
metilenos (H(1b) y H(1c)) estin resueltas y a ppm negativos. Losalores negativos de co-
rrimientos qumicos pueden atribuirse a fuertes interacones de los grupos metilenos con
protones aromaticos [75]. Debido al ca@acter zwitternico de CIP la resonancia presente
a 15 ppm es asignada a los protones NH(%#) Esta senal ©lo aparece a altas veloci-
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dades de rotacon (60 kHz. ver gura 9.4 (c)) debido a la granesolucon que se obtiene
al rotar a velocidades de MAS muy altas. Es importante tener eruenta que las senales
correspondientes a protones ligados a nitogenos pueden sary anchas debido al acople
dipolar residual [76]. Estas resonancias comienzan a angostarsando se aumenta le ve-
locidad de rotacon. Usualmente la senal de estos protones es kspectros en solucon no
esh presente debido al apido intercambio de los mismos.

En el espectro de protones en estado lido de SAC-CIP (I) (gar9.5 (b)) podemos
observar tres senales en el rango 10 ppm-15 ppm, dos de ellasesponden al probn
del grupo carboxilo, una clara evidencia de la existencia deraenos dos mokculas por
celda asinetrica en este polimorfo. Esta asignacon se sustenta s resultados de los
experimentos bidimensionales en SAC-CIP (I) (ver seccon 21). La sefal mas ancha
esta asignada a los protones NH(14). Como ocurre en el compuesto farmaceutico puro,
los protones del grupo metileno se encuentran bajo la presende corrientes de anillos
provenientes de los grupos aronaticos, 1o que lleva a resoés a ppm negativos. Tamben
puede observarse multiplicidades para otras senales en esténpwfo, haciendo difcil
una asignacon de nitiva de ellas, esto se ve claramente por elo en los protones
pertenecientes al grupo ciclopropilo.

Pip
H(1a)
Aromatics
H(2), H(5), H(8) H(1b)
H(1c)

@

SAC
H(2), H(), H®)

Pip
H(12) H(tb)
H(10)
COOH " H(b)
(b) COOH MEL H(1b)H(1c)

SAC Pip
\H(5) H(1a) H(1b)
e \ H(1¢)
COOH H(®) 2

(C) NH%

20 15 10 5 0 -5
Sy/Ppm

Figura 9.5: Espectros de RMN de alta resolucon de'H en estado ®lido de (a) CIP, (b)
CIP-SAC (I) y (c) CIP-SAC ().

SAC-CIP (I1) presenta menos resonancias que SAC-CIP (I) comaede observarse en
el espectro dé'H que se muestra en la gura 9.5 (c). En el rango 10 ppm-15 ppm sx@
observan dos resonancias, una correspondiente al probn deligo carboxilo y la otra a
los protones de NH(14)" . En este compuesto no se observan corrimientos qumicos a ppm
negativos, indicando diferencias en la estructura cristalineauando se lo compara con el
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otro polimorfo. Los protones aromaticos estn resueltos, lmismo ocurre con los protones
del grupo ciclopropilo.

Queremos remarcar que el espectro de RMN &d a muy apidas velocidades de MAS
puede ser una herramienta muy importante para distinguir e igé car entre distintas
formas polinor cas [77]. El corrimiento a ppm mas bajos dda senal de NH(14) en ambos
polimorfos, es indicativo de la formacon de la sal. Como meionamos anteriormente, los
protones del anillo piperazina (Pip) no sufren cambios sigrgativos con la formacon de
la sal debido al camacter zwitteonico de CIP, lo que signi a que el grupo carboxlico de
CIP esta deprotonado y elatomo de hidogeno de este grupo se maovido al nitogeno
en el grupo piperazina.

Cuando se realizan experimentos a velocidades de rotacomuynaltas, se produce un
calentamiento de la muestra. Una de las dudas surgidas a partie ¢h observacon de los
espectros déH a diferentes velocidades de rotacon fue si el angostamientle las senales
de resonancia se deba a un aumento en la movilidad molecularopucto del aumento
de temperatura. Es por esto que realizamos experimentos paratener espectros déH
en funcon de la temperatura. Los resultados obtenidos se natean en la gura 9.6. De
estos resultados concluimos que el angostamiento de las Isezbservado en la gura 9.4
es provocada por la velocidad de rotacon.

SAC H(5) Pip
HE) H(12) H(1b)
HE) H(1c)
COOH \
vg=30 kHz ,
T =300 °K
SAC H(5)
o\ Pip H(1b)
_HE@) HA
H®) (’a) ; VH(10)
COOH
vg=30 kHz
T =390 °K
SAC Pip
\ H(S)H(2) H(ja) H(1b)
\ | H(1c)
COOH ‘ | H®) A
vg=60 kHz
T =300 °K NH{
r - T T T T 1
20 15 10 5 0 -5
S4/ppm

Figura 9.6: Espectros de RMN de alta resolucon delH en estado lido a diferentes temper-
aturas.
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9.1.3. Estudio de Espectros de CPMAS de N

El espectro de CPMAS de'®N en abundancia natural para CIP y sus sacarinatos se
muestra en la gura 9.7. Los resultado de los experimentos dei@zh de °N se muestran
en la gura 9.8. CIP y sus sacarinatos contienen tres y cuatrdamos de nitiogeno respec-
tivamente. Algunos de estos nitogenos esan directamentewvolucrados en la interaccon
onica presente entre SAC y CIP.

NEt) N(11)
N(14)
@
N(1) N(11)
N(21) N(14)
WMMMM
N(1) N(11)
N(21)
N(14)
(©
-100 -150 -200 -250 -300 -350 -400
B1sn/PPM

Figura 9.7: Espectros de CPMAS de'®N de (a) CIP, (b) CIP-SAC (I) y (c) CIP-SAC (lI).

En el espectro de CPMAS®N de CIP pueden observarse tres senales de resonancia
(Figura 9.7 (a)). Las asignaciones para CIP en solucon fuemareportadas en un trabajo
previo [78]. Las asignaciones para CIP en estado lido se reaton comparando los co-
rrimientos qumicos con aquellos presentados en la refera [78] y teniendo en cuenta los
resultados de los espectros de edicon. Los corrimientos mpicos para CIP y los polimor-
fos se muestran en la tabla 9.3. La gura 9.7 (b) muestra el espestde °N de SAC-CIP
(1), cuatro resonancias pueden observarse en este caso, una tsalorrespondiente a la
sacarina (N(21), ver senal a -187.1 ppm). Las asignaciones séizagon comparando con
el espectro de®N de CIP y teniendo en cuenta el espectro de edicon de SAC-CI).

El espectro para SAC-CIP (I) (Figura 9.7 (c)) fue analizado déa misma manera que el
anterior.

La senal correspondiente a N(14) no sufre corrimiento signi gab en los sacarinatos
en comparacon a su posicon en el IFA puro. Esto es atribuidolacaacter zwitteronico
de CIP. La senal dé°N que se observa a -317.7 ppm en CIP asignada al nitogeno N(11)
muestra un pequeRno corrimiento en los polimorfos, y un desdafiento en SAC-CIP |
(-317.7 ppm en SAC-CIP (Il) y -317.7 ppm, -316.9 ppm en SAC-eI(l)).

La resonancia correspondiente a N(1) muestra cambios en los dasas@aatos. En CIP,
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Figura 9.8: Espectros de edicon de'®N de (a) CIP y (b) CIP-SAC (lI).

su corrimiento qumico es -251.5 ppm y en SAC-CIP (I) se cooria ppm nmas alto (-232.0
ppm), mientras que en SAC-CIP (I) se desdobb en dos senales280.4 ppm y -232.0
ppm. El desdoblamiento observado en SAC-CIP (I) con rma la egtencia de al menos
dos mokculas en la celda asinetrica. Los cambios observaden la senal de N(1) sugiere
queesta es la parte de la mokcula mas afectada por la forntcan de la sal.

Tabla 9.3: Corrimiento Qumico de 1°N (en ppm) para CIP, SAC-CIP | y SAC-CIP Il.

BN [ 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
NQ21) | np -186.8 -187.2
9.1.4. Analisis de espectros de RMN de 19F

Como se puede ver en la tabla 3.1, el rucleo d&F es 100 % abundante. Otra ventaja
es la poca cantidad deatomos d&F presentes en las muestras estudiadas. Es por esto que
analizar espectros de este rucleo puede proveernos de impate informacon acerca de
la conformacon de los compuestos. En la gura 9.9 podemos ves resultados obtenidos
para el firmaco puro, SAC-CIP (I) y SAC-CIP (ll). Se puede ve una Inea de resonancia
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a -126.8 ppm presente en los tres compuestos, indicando que estaazde la mokcula no
es radicalmente modi cada por la formacon del sacarinatoEl espectro para SAC-CIP
(I) muestra tres Ineas de resonancias (-119.8 ppm, -126.8mpy -129.7 ppm), indicando
la multiplicidad de mokculas en la celda asinetrica.

(b)

. . . , . . =
-110 -115 -120 -125 -130 -135 -140
B1gr/PPM

Figura 9.9: Espectros de'®F de (a) CIP, (b) CIP-SAC (I) y (c) CIP-SAC (Il).

9.2. RMN bidimensional

9.2.1. Correlacon Heteronuclear 1H-13C en estado ®lido

Los experimentos bidimensionales HETCOR FSLG y REPT-HSQC par8AC-CIP
(I1) fueron realizados para obtener correlaciones hetenatieares de corto y largo alcance.

HETCOR FSLG

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

En las proyecciones déH de CIP, el probn perteneciente al grupo carboxilo no
aparece, de acuerdo con el caacter zwitteronico de estempuesto. Por otro lado, el
probn del grupo carboxilo aparece en el espectro 1d dél de SAC-CIP (l) y tamben se
lo observa en la proyeccon de SAC-CIP (Il) (ver gura 9.10)con rmando que el caacter
zwitteronico es revertido por la formacon de la sal taml@n en este polimorfo.
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Figura 9.10: Espectro de Correlacon Heteronuclear (HETCOR-FSLG) 'H-13C de SAC-CIP
(1.

Adenmas, en la proyeccon de'H del experimento HETCOR FSLG en SAC-CIP (I)
pueden verse dos resonancias correspondientes al probndaicon rmando las asigna-
ciones para estas resonancias en el espectro 1didele este compuesto. El entorno polar
del anillo piperazina (pip) de la CIP zwitteronica no es sigi cativamente afectado luego
de la formacon de la sal. Este hecho esta sustentado por los meecambios observados
en las posiciones de los protones en el espectro de los sacarmaidenss, los protones
en el anillo aromatico H(2), H(5) y H(8), muestran claros corrinientos en ambas formas
lidas sugiriendo la aparicon de nuevas interacciones dns sacarinatos. Un compor-
tamiento similar fue observados por otros grupos de investigaty atribuido a cambios
en las interacciones de puente hidiogeno o en las interamces - [73].

REPT-HSQC

Este experimento se realio con la secuencia de pulsos espedaa&n la gura 4.2.
Se realizaron experimentos con tiempos de reacople dipotler uno y dos perodos de
rotor, de esta manera se obtuvieron resultados que muestran @aciones entre nucleos
cercanos y lejanos respectivamente. Esto nos permito detemnar el rango de corrimientos
gumicos para diferentes grupos de protones en la mokaulLos protones de SAC, por
ejemplo, se encuentran en el rango de 7.6 ppm a 8.0 ppm. Los pras aromaticos se
pueden identi car entre los 5.6 ppm y los 7.0 ppm. Adenas, losrptones aromnaticos
aparecen resueltos en la dimenson indirecta con una incezeede 0.5 ppm. Algunas
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Figura 9.11: Espectro de Correlacon Heteronuclear H-13C de SAC-CIP (lI).

interacciones importantes son claramente observadas cuarsorealizan dos perodos de
rotor de reacople dipolar. Primero notemos que H(18) apareer la dimensbn del espectro
de'H en la gura 9.11 mostrando la presencia del puente hidogerentre O(18) y O(19),
que puede ser observado mediante la correlacon entre los lwanos C(4) y C(3a), de
acuerdo a los resultados obtenidos por DRX.

9.2.2. Correlacon Homonuclear en estado ®lido (DQMAS (Ba-
Ba))

La gura 9.12(c) muestra los espectros d&H DQMAS para SAC-CIP (II) y la tabla
9.4 muestras las correspondientes correlaciones. En la dinen®Q, las correlaciones
eshn presentes a la suma de las frecuencias de SQ de los dodeas involucrados. Los
picos en la diagonal (autocorrelaciones) son debidos a progésninteractuantes con corri-
mientos qumicos similares [79]. La estructura cristalina dienida por Rayos X de cristal
esh disponible para SAC-CIP (ll), por lo tanto, este estudio akce la posibilidad de
comprobar la con abilidad de los experimentos de DQMAS efH aplicado a compuestos
farmaceuticos y en este caso particular, obtener mayor inforacon referente al polimorfo
SAC-CIP (I). Los datos cristalogia cos se muestran en la seazn 9.4. Es importante tener
en cuenta que para un lido organico tpico, la presencia & correlaciones en un espectro
de DQMAS en'H sugiere que la separacoiH-'H es menos que 2 para tiempos cortos
de excitacon. Las correlaciones en estos experimentos taem pueden dar informacon
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acerca de la presencia de interacciones onicas e interacms - . El espectro de DQMAS

Figura 9.12: Espectro de Correlacon Homonuclear *H-H de: (a) CIP, (b) SAC-CIP (I) y (c)
SAC-CIP (ll).

de 1H en SAC-CIP (Il) 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 interaccioaePip-Pip y SAC-SAC
respectivamente. El corrimiento qumico de los protones anaticos se encuentra en el
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rango de 5.9 ppm-7.3 ppm, como se ve tamben en los experimesntde correlacon he-
teronuclear. Tres sefales aparecen resueltas a 5.9 ppm, @6y 7.2 ppm. El espectro
de DQ de SAC-CIP (II) muestra correlaciones a DQ= 13.0 + 7.3 = 2@ ppm entre el
probn perteneciente a grupo carboxilo y un probn arorntico. Observando la estructura
cristalina de este compuesto, podemos concluir que el probmoaatico involucrado en
esta correlacon es el H(5). Esto muestra evidencia de un puertéogeno entre O(18)-
H(18)...(19) llevando a la formacon de un anillo extra de seimiembros que incluye O(19),
C(4), C(3), C(3a), O(18)-H(18) en la estructura, con rmando bs datos de RX de cristal.

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

SAC-CIP (II) Lo+ !pg
Correlacon 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 obseno por RX de cristal [80], SAC-CIP (Il) forma una estictura colum-
nar que se acercan entre si con anillos intercalados perteeeteés a la unidad de CIP,
en una interaccon tpica - [81]. Este tipo de interacciones son la parte clave de las
organizaciones moleculares complejas y pueden ser obsersatieectamente a traves de
los espectros de DQ. Este hecho es evidenciado en SAC-CIP (19rpa correlacon a
DQ = 13.5 ppm. esta correlacon muestra la interaccon entrelos protones aromaticos
de dos mokculas diferentes. Podemos inferir que la correte es entre H(5) y H(2), ya
que la distancia entre ellos es de 3.39 Otra correlacon intermolecular presente en este
compuesto es entre SAC y el grupo ciclopropilo, esta puede sera DQ= 9.6 ppm. Los
protones del grupo ciclopropilo (H(1a), H(1b) y H(1c)) esan ceanos unos a otros, la
distancia entre ellos es de alrededor 2A. Una fuerte correlacon 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 protonesed grupo ciclopropilo con
los aromaticos. Esto se debe a la inclinacon de este grupo endatructura cristalina con
respecto al plano de la mokcula de nido por los anillos araticos planos (ver gura
9.16).

La gura 9.12(a) muestra el espectro de DQH-'H de CIP. Una fuerte autocorrelacon
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a DQ= 3.2 + 3.2 = 6.4 ppm entre los protones de Pip se puede obseryaermitiendo la

asignacon de los protones de este grupo. Los protones delgouerpeno esan resueltos y
presentan correlaciones con protones en los grupos arorat (ver correlaciones a DQ=
6.7 ppmy DQ= 4.1 ppm y la tabla 9.5). Aun cuando CIP tiene tresatomos de nitogeno

(N(1), N(11) y N(24)), la diferencia en basicidad entre ellos pwoca la protonacon del

N(14). Sin embargo, una segunda protonacon puede ocurrir €IP, llevando a un N(1)

ligado a un probn. Este hecho es con rmado por las correlamnes entre N(14)H y el grupo
Pip (DQ= 18.2 ppm) y N(1)H-Aromaticos (DQ= 21.9 ppm).

Tabla 9.5: Correlaciones homonucleares en CIP.

CIP Iat+t!p
Correlacon ppm
H(1b)-H(1c) -2.5

H(1c)-Aromaticos 4.1
H(1b)-H(1a) 1.1
H(1b)-Aromaticos 6.3
Pip-Aromnaticos 9.0
NH-Pip 18.2
NH-Aromaticos 22.0
Pip-Pip 6.6

La gura 9.12(b) muestra el espectro de DQ'H-'H de SAC-CIP (I). SAC-CIP (I)
muestra un espectro de correlaciones mas complejo. La mulippdad es evidente cuando se
mira las senales a frecuencias altas. Sin embargo, se puederadisena estructura similar
para las correlaciones de DQ comparada con las que se obsenana |SAC-CIP (1) (ver
tabla 9.6). Correlaciones entre los protones del grupo texpo y los anillos aromaticos son
visibles a DQ= 8.2 ppm, DQ= 8.3 ppm y DQ= 9.3 ppm. De la correlaon intermolecular
a DQ= 9.6 ppm podemos inferir que la distancia entre SAC y el gpo terpeno es de
alrededor de 3.6A, como ocurre en SAC-CIP (II).

Notemos que en el caso de SAC-CIP (1) y SAC-CIP (I) la ausencia di& correlacon
NH-Pip puede ser atribuido a la formacon de la sal, producida pdransferencia probnica
de la amida SAC a CIP.

9.3. CODEX

Como mencionamos anteriormente, debido a las ventajas queegenta el rucleo de
19F, decidimos realizar un experimento de reacople de CSA padaterminar distancias
internucleares. De las distancias entre distintos rucleos d&F en la estructura cristalina
determinada por DRX de monocristal pudimos determinar el vat paraF; (0) (ver seccon
4.3) que posteriormente empleamos para determinar las distaas entre rucleos de'°F
de CIP y SAC-CIP (I).
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Tabla 9.6: Correlaciones homonucleares en SAC-CIP (I).

SAC-CIP (1) Ia+!p
Correlacon ppm
H(1b)-H(1c) -1.90.93.3

H(1c)-Aromaticos 8.3
H(1b)-Aromaticos 8.8
H(1a)-Aromaticos 9.3
H(1b)-SAC 9.9
SAC-Aromaticos 13.5
NH-Aromaticos 18.2
Pip-Pip 6.6
SAC-SAC 15.4

Los ga cos 9.13 y 9.14 muestran los resultados para los distos compuestos. Para
SAC-CIP (I) cada una de las Ineas fue analizada de maneradividual, de esa manera
obtuvimos las distancias correspondientes a cada rucleo deor de cada una de las
mokculas presentes en la celda asinetrica.

Los resultados se ajustaron de acuerdo a la ecuacon 4.21.

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

La distancia que obtuvimos de la estructura cristalina de SAC4€ (Il) es de 3.0A.
Para CIP encontramos una distancia internuclear de 5A. Para los tres sitios diferentes
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de SAC-CIP (I) encontramos distintas distancias. Para la Ina de resonancia que se
encuentra a -119.8 ppm encontramos una distancia de A5Para la Inea central (-126.8
ppm) encontramos una distancia internuclear de 3.2 y nalmente, para la senal a -
129.7 ppm podemos determinar una distancia de 446 El error en las determinaciones
experimentales es de 0.5 A.

Como podemos notar, una de las distancias en SAC-CIP (I) se asgre la distancia
presente en el monocristal. Las otras dos son similares a la queamramos para CIP.
Esto nos est con rmando la existencia de una mezcla de estrucas cristalinas en SAC-
CIP (), una de las estructuras similar a la de SAC-CIP (1) y la ¢ra muy similar a CIP.

9.4. Difraccon de Rayos-X de monocristal

Los patrones de difraccon de RX en polvo para los polimorgql) y (II) muestran claras
diferencias (ver gura 9.15), con rmando que son diferente®rmas cristalinas. La tabla
9.7 presenta los datos cristalogia cos y los resultados re s de SAC-CIP (I), mientras
gue la gura 9.16 muestra una vista de la celda asinetrica, asi ow la interaccon puente
hidogeno que de ne los dos crculos cerrados S11 (6) obstalizando algunos grados de
libertad torsionales (Bernstein et al., 1995).

Las distancias de ligadura y los angulos presentes en la mmda son normales, la
geometra general no se desva signi cativamente de las estrturas previamente repor-
tadas, como muestra el ajuste por cuadrados mnimos de la undlde CIP en el sacarinato
SAC-CIP (1) (gura 9.17).

La mayor diferencia con las estructuras relacionadas de ClRside en las interac-
ciones de empaquetamiento, que en el caso de SAC-CIP (Il) esHe nidas por puentes
hidogenos convencionales (O-H...O, N-H...O y N-H...N ) y no caencionales (C-H...O),
as tamben como por interacciones - (ver tabla 9.8, tabla 9.9 y gura 9.16). La nas
fuerte de todas estas son los puente hidogeno convenciorsal@rimeras 4 entradas en
la tabla 9.8). La primera O18-H18...019 es intramolecularghiendo al oxgeno del car-
bonilo como aceptor y de niendo uno de los dos crculos S16)(en la estructura (el otro
est de nido por el puente hidogeno C12-H12B...F20).

La segunda, N14-H14A...N21 conecta las dos mokculas de referanen una unica
unidad ( gura 9.16). Las dos interacciones remanentes in@ran alatomo de nitogeno
positivamente cargado del grupo Pip en CIP y los oxgenos dgltupo S(22)=0 en el on
de SAC, para de nir las estructura columnar construida en tora a una familia de centros
de simetra a x = 0.25, z = 0.25 (en negrita en la gura 9.16).

Estas estructuras columnares se acercan unas a otras con lodl@niaromaticos in-
tercalados de la unidad de CIP en una interaccon - tpica de niendo estructuras 2d
paralelas a (001). Ligaduras cebiles y no convencionalesH}O conectan estas estruc-
turas a lo largo de c.

Con respecto a las interacciones en el sacarinato, el fuerteepte hidiogeno que in-
volucra al grupo S(22)=0 como aceptor y que tiene al N(14) prohado del grupo Pip
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Figura 9.14: Codex en SAC-CIP (I): (a) Senal a -119.8 ppm, (b) Senal a -1&8 ppm y (c)
Senal a -129.7 ppm.

como donor ha sido informado previamente en otras sales de saw#ps (Bhatt et al.,
2005). Este comportamiento contrasta con el de la SAC pura, eomtle la interaccon in-
termolecular que involucra los oxgenos del grupo S(22)=@on signi cativamente cebiles
(Wardell et al., 2005). Ademas, C(29) esh involucrado en un pente hidiogeno con uno
de los protones del N(14) como se muestra en la gura 9.16 miergrque en la SAC pura
esta interaccon es con los protones aromnaticos de las nealulas vecinas de SAC (Wardell
et al., 2005).
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Figura 9.15: Patrones de difraccon de rayos X de polvo de (a) SAC-CIP (1) y (b) SAC-CIP
(.

9.5. Metodos Ermicos de Aralisis

La gura 9.18 muestra los resultados de los experimentos de DO GA para SAC-
CIP (I) y SAC-CIP (Il). Para SAC-CIP (ll), podemos ver que el DSC muestra una
endoterma a 305.5¥C, correspondiente a su punto de fuson (onset 301.2€), seguido
de una exoterma a 310.08C atribuido a la descomposicon del firmaco. La entalpa de
fuson es 372.9 J/g. SAC-CIP (I) muestra un per | similar, perocon un punto de fuson
ligeramente mas bajo 300.87C, onset 298.60C), y una entalpa de fuson de 191.7 J/g.
Ambos hechos sugieren una interaccon molecular mas cebén (1) que en (ll). Este hecho
concuerda con los resultados de las distancias internucleade!°F obtenidos utilizando el
experimento CODEX, en donde se observan distancias internualea mayores para SAC-
CIP (1), indicando interacciones mas cebiles. Tamben pademos llegar a esta concluson
observando las correlaciones homonucleares de los espetiidisnensionales de DQMAS
'H-1H, en ellos podemos notar un paton de interacciones mas deidas en SAC-CIP (l1),
indicando mayor proximidad entre los rucleos involucrad®en la correlacon.

No se observa perdida de masa en ninguno de los perles cuando @mpuestos
son calentados desde los 3 hasta fusbn, mostrando su naturaleza anhidra, como
as tamben la ausencia de SAC y CIP sin reaccionar.
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Tabla 9.8: Puentes hidogeno para SAC-CIP Il (Ay ). Transformaciones de simetra utilizadas
para generar losatomos equivalentes# 1 -x+1/2,-y+3/2,-z+1;

Tabla 9.7: Datos cristaloga cos para SAC-CIP (II).

Formula emprica

(C17H19FN303)* (C7H4NO3S)

Formula wt 514.52
Sistema cristalino monoclnico
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(A3 4600.7(5)
Z 8
calcd(gcm 3) 1.486
(cm 1 0.199
Fooo 2144
Index range ( h;k;l) 48 h 47, 9 k 8
25 | 25
Re exiones 18341, 5092(0.0327), 3610
R12, wR2P R1 = 0.0657, wR2 = 0.1679
F2>2 (F?)

#4 -x,1-y,1-z; # 5 -x,y,3/2-z.

9.6.

La tabla 9.10 muestra los patrones de FTIR para SAC-CIP (1) y (), junto a los de
CIP y SAC. Las bandas de absorcon caractersticas de SAC y @I pueden observarse

#2 X,y +1,z; #3 x,1-y,1/2+z;

H D-H..A [dD-H) [d(H..A) [d(D..A) |<(DHA) |
0(18)-H(18)...0(19) | 0.83(3) | 1.74(3) | 2.554(3) | 158(4)
N(14)-H(1H)A.. .N(21) 0.90 1.94 | 2.784(3) | 155

N(14)-H(14)B...O(30)#1 | 0.90 226 | 2.974(4) | 136
N(14)-H(14)B...O(31)#2 | 0.90 220 | 2.881(4) | 132
C(12)-H(12)B...F(20) 0.97 224 | 2.890(4) | 124
C(1b)-H(1b)A...O(32)#3 | 0.97 246 | 3.293(4) | 144
C(1b)-H(1b)B...O(19)#4 | 0.97 227 | 3.232(4) | 171
C(1c)-H(1c)B...O(17)#5 | 0.97 245 | 3.104(4) | 124

FTIR
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Figura 9.16: Celda unidad asirnretrica de SAC-CIP (Il). Se muestra una t pica interaccon -
de niendo estructuras paralelas bidimensionales paralals a (001). En negrita, una estructura
columnar construida en torno a una familia de centros de simia a x = 0.25, z = 0.25.

Tabla 9.9: Interacciones - para SAC-CIP (II) ( Ay ). icd: distancia intercentroide, da:angu-
lo dihedro, ipd: distancia interplanar. Cgl: N1,C2,C3,C4,C10,C9; Cg2: C5,C6,C7,C8,C9,C10.
#1=-x1-y,1-z; #2 = -x,2-y,1-z.

| Cg.Cg [ icd(A) |da() |ipd(A) |
Col..Cgl#l | 3.7736(14) 0.00 | 3.515
Cgl..Cgl#2 | 3.5271(14)] 0.00 | 3.375
Cgl..Cg#1 | 3.7639(15) 0.17 | 3.511
Cgl..Cg2#2 | 3.8210(15)] 0.17 | 3.379

claramente. No se observan diferencias signi cativas entre Ipatrones de FTIR de las
dos formas polinor cas.

En ambos casos, se obtiene evidencia de la interaccon onisagyuiendo los picos co-
rrespondientes a los estiramientos de CON(21)-H y C(29)=ONH da bmida secundaria
a 3093 cm?! y 1725 cm?! respectivamente. La ausencia de la banda de CON(21)-H y
el corrimiento batociomico de C(29)=ONH son evidencias de lformacon de la sal por
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Figura 9.17: Ajuste por cuadrados mnimos 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 preseta. en la sal
odica.

I grupo | SAC | CIP [ SAC-CIP (I) |SAC-CIP (Il) |

C-H Ole nicos - 3046 3027 3025

y aromaticos
C(3)=0OO0H - np 1734 1732
C(4)=0 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)=0 | 1180 | - 1148 1145

asym S(22)=0 | 1338 | - 1338 1338

transferencia probnica de la amida SAC a CIP. Estos resultadoestin de acuerdo con
reportes realizados por otros autores y coinciden con el patobservado en estos grupos
funcionales en SAC dica (Binev et al., 1996; Yilmaz et al.,001). Comparada con la
SAC libre, el corrimiento batocoomico del pico de S22=0 merionado anteriormente para
SAC-CIP (I), asociado a la interaccon puente hidiogeno erla estructura cristalina de
la sal, tamben se observa en SAC-CIP (Il). La banda C3a=O0OH qu@&o esha presente
en CIP debido a su camacter zwitterbnico puede ser observaden SAC-CIP (I) y SAC-



9.7. Discuson y conclusiones 125

Figura 9.18: DSC (Inea de punto) y TG (Inea lida) para (a) SAC-CIP ( 1) y (b) SAC-CIP
(.

CIP (I1) a la misma frecuencia, sugiriendo que la naturaleza déIP es revertida con la
formacon de la sal en ambos polimorfos por transferencia gyoica de SAC.

9.7. Discuson y conclusiones

El polimorfo del sacarinato de cipro oxacina (SAC-CIP (ll)) fue caracterizado por
varias ecnicas de estado lido. Su estructura cristalog@a fue determinada por DRX
de cristal. La combinacon de las tcnicas de estado lidasmpleadas (RMN, FTIR,
DSC, TG, DRXP) junto con los datos cristaloga cos permitieron identi car cada una de
las formas lidas del sacarinato. Los datos mostraron que alavo polimorfo es una sal
anhidra estable con interacciones inter e intra molecularégicas desde el punto de vista
cristaloga co.

Los resultados de DRXP nos permitieron determinar que los «dibs son cristalinos,
hecho con rmado tamben por los espectros d&*C de RMN en estado lido.

El aralisis rmico demosto la ausencia de SAC sin reacciong la naturaleza anhidra
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del compuesto.

En SAC-CIP (Il), as como habamos visto en el captulo anterior para SAC-CIP (1),
se obtuvo evidencia de la interaccon onica entre SAC y CIAnostrando que la formacon
de la sal se produce por transferencia probnica de la amida SACCIP.

Tamben pudimos ver que en este caso, de la misma manera que p&®C-CIP (1), el
caacter zwitteronico de CIP es revertido luego de la fomacon de la sal.

Las similitudes en las caractersticas generales, como porrjplo en los espectros
de FTIR y los corrimientos qumicos observado en los espectrale *C de estado lido
sugiere que el esquema de interacciones encontrado para SAEB-(l) puede aplicarse
tamben para SAC-CIP (I).

Los espectros déH y °N demostraron ser herramientas muy utiles para identi car
las dos formas polinor cas, como as tamben para detectala cantidad de mokculas por
celda unidad asinetrica.

La interaccon onica entre la mokcula de CIP y SAC tamben pudo ser observada en
los espectros déH de alta resolucon (corrimiento del probn NH), y en la ausenia de la
correlacon entre NH y los protones de Pip en los espectros d&QMAS de los sacarinatos.
Notamos tambgen que los protones y el nitogeno del grupo pierazina no se ven afectados
por la interaccon onica debido al calacter zwitterd nico de CIP.

Las predicciones realizadas por DRX de cristal para SAC-CIR) fueron observadas en
las correlacionesH-'H y en los experimentos de correlacon heteronuclear REPASQC.
En particular, los puentes hidiogeno intramoleculares, & proximidades intermoleculares
y las interacciones - .

Analizando los espectros de DQMAS, vemos que CIP presenta otrda de correla-
ciones cuando se lo compara con SAC-CIP (Il). SAC-CIP (I) muests caractersticas de
ambas estructuras, asi tamben como nuevas correlaciones.

Los resultados obtenidos por netodos ermicos de aralisiso detectan la coexistencia
de dos formas polinor cas.Sin embargo, esto no es extranoa yjue si las dos compo-
nentes que forman el compuesto tienen estructuras cristalinasnilares, no se aprecian
modi caciones, por ejemplo, en su temperatura de fuson, ya gula diferencia entre estas
temperaturas es muy pequena, y se encuentra dentro del erexperimental.

Todo lo dicho previamente nos permite decir que SAC-CIP (l)seuna mezcla de
polimorfos, pero no es simplemente la mezcla de CIP y SAC-CIR)(IPor ejemplo, la
senal asignada a N(1), que se observa a -251.5 ppm en CIP, no esespnte en SAC-CIP
(). El corrimiento de las senales de los protones del gruplopropilo hacia ppm nega-
tivos es tamben una muestra del cambio en el empaquetamientocal en esta regon de
la mokcula.

De esta manera, concluimos que SAC-CIP (I) y SAC-CIP (Il) muesin similitud en
en la conformacon molecular. EI empaquetamiento cristalo desconocido de SAC-CIP
(I) muestra que posee una componente con la estructura cristaide SAC-CIP (1) y una
componente con un empaquetamiento similar al de CIP.



Captulo 10

Conclusiones

El objetivo de esta tesis fue el aralisis y la caracterizacomle nuevos compuestos de
inteles farmaceutico mediante ecnicas avanzadas de RM en estado slido.

Adenas de los resultados obtenidos mediante esta poderosangma, contamos con
datos provenientes de otros estudios realizados sobre loswasecompuestos lidos, Difrac-
con de rayos X de polvo y de monocristal, Aralisis Termico (DSC y TG) y FTIR.

Este trabajo estuvo dividido en tres partes, no ®lo porque estianos tres conjuntos
de firmacos diferentes sino tamben para mostrar en forma onobgica el avance de la
investigacon.

Complejos Fluoroquinobnicos con 2TAl

Se realizaron varios experimentos de RMN en estado lido sel#stos nuevos com-
plejos. Los espectros de CPMAS d€C mostraron que los corrimientos qumicos de los
complejos preparados por los Metodos | y Il tienen similituds y muestran el mismo
comportamiento.

Los complejos Fluoroquinobnicos mostraron ensanchamiers de las Ineas de resonan-
cia, debido a la estequiometra de los mismos (3 mokculas d&pro oxacina poratomo
de aluminio) y al caacter amorfo de los nuevos compuestos, dm que fue con rmado
por los difractogramas de DRXP.

Un resultado importante obtenido mediante RMN de estado lidéue que en ningun
caso qued IFA puro sin reaccionar.

Pudimos determinar la naturaleza amorfa y fsicamente hetegenea de los complejos
con ?7Al, tanto de CIP como de NOR, mediante mediciones de tiempos delajacon en
la terna rotante T, . Los resultados mostraron la coexistencia de al menos dos fas@s ¢
diferentes movilidades,una asociada con una fase cristalinaaydtra a una fase amorfa.
Pudimos observar que los T de los complejos obtenidos por el Metodo | son mas cortos
gue los correspondientes a los complejos obtenidos por etdo I1. Este hecho es asociado
a una cristalinidad mayor en los compuestos elaborados por edtbtio I1.

De los experimentos de RMN y de FTIR pudimos determinar que lgeaccon entre
las FQs y el aluminio es completa. En todos los complejos, logsmos atomos son los
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involucrados en el acomplejamiento. En particular, de losspectros de RMN de?’Al
observamos una coordinacon octaledrica del ion de alumimen todos los complejos y los
espectros de FTIR mostraron que la coordinacon del aluminies a trawes del grupo 4-CO
y del 3-COOH. Estas observaciones permitieron concluir que loempuestos obtenidos
por el Metodo | y el Il son qumicamente los mismos.

Las diferencias observadas en los espectros de RMN de estaddade ?’Al se deben
a la diferencia en la interaccon cuadrupolar de segundo ced presente en los compuestos
y tamben probablemente a pequefos cambios en la conforcba molecular.

Sacarinatos Fluoroquinobnicos

Comenzamos el estudio de esta serie de sales uoroquinobnigasdiante ecnicas
de RMN en estado ®lido realizando espectros de CPMAS #C. De los mismos pode-
mos extraer muchas conclusiones. Por un lado, se con rno la litdad de SAC como un
agente formador de sales. Adenas, pudimos se puede concluir cae FQ-SACs son li-
dos cristalinos, hecho tamben con rmado por los resultadoshbdenidos del aralisis de los
resultados de DRXP.

La presencia de nuevas re exiones en los patrones de DRXP y devas resonancias en
los espectros de CPMAS d¥C nos indican la formacbn de nuevos compuestos, diferentes
a sus precursores. Este hecho tamben pudo observarse de los parte fuson de las FQ-
SACs. Los experimentos de TGA dieron evidencia acerca de lasancia de SAC sin
reaccionar, asi como de la naturaleza anhidra de los sacariost

En todos los compuestos estudiados pudimos observar, mediacéenbios en los corri-
mientos qumicos de los sacarinatos, que las sales no son la neefgica de sus precursores.
Los espectros de CPMAS dé&*C nos permitieron a rmar que no quedaron restos ni de
firmaco puro ni de sacarina sin reaccionar.

Los espectros de FTIR mostraron una composicon multicompone de las FQ-SACs.
Por otro lado, estos espectros dieron clara evidencia de lanf@acon de la sal por trans-
ferencia probnica de la amida SAC a las FQs.

Los espectros 1D y 2D obtenidos por RMN de las FQ-SACs muestrdaros cambios
en la multiplicidad y los corrimientos qumicos en las res@ancias de las regiones de las
Fluoroquinolonas cercanas a la zona de ligadura con la SAC.eXcepcon de CIP, que
muestra un comportamiento diferente al de las otras FQs.

Cipro oxacina mostio un comportamiento diferente al resto @& las Fluoroquinolonas,
tanto es su espectro de CPMAS d¥C, como en el espectro de correlacon heteronuclear.

En los sacarinatos, la zona de la mokcula involucrada en larfoacon de la sal muestra
importantes modi caciones, en especial los carbonos perteretes al anillo piperazina.
En el sacarinato de Cipro oxacina no se observa este comportamie. Este hecho, sumado
al hecho de que que las senales de los carbonos C(4) y C(3a)eqmn superpuestas en la
misma posicon de resonancia no hizo pensar que CIP posea unawder zwitteronico.
Esta idea se vio con rmada por los espectros de correlacon leebnuclear bidimensionales,
en donde claramente se nota la ausencia del probn del gruporlkeaxilo, presente en los
denmas compuestos puros.
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Los espectros de FTIR y los espectros de RMN nos permitieron deninar que el
caacter zwitteronico de CIP es revertido luego de la fomacon de la sal.

Polimor smo en SAC-CIP

Caracterizamos un polimorfo del sacarinato de Cipro oxaca (SAC-CIP (Il)) por
varias ecnicas de estado lido. Pudimos obtener su estruata cristalina mediante DRX
de monocristal.

La combinacon de las ecnicas de estado ®lidas empleadé@MN, FTIR, DSC, TG,
DRXP) junto con los datos cristalogia cos nos permitieron icenti car claramente cada
una de las formas olidas del sacarinato.

Los resultados de DRXP nos permitieron determinar que los s son cristalinos,
hecho con rmado tamben por los espectros d&*C de RMN en estado slido.

El aralisis £rmico demosto la ausencia de SAC sin reacciomrgy la naturaleza anhidra
del nuevo compuesto.

En SAC-CIP (Il), as como habamos visto en el captulo anterior para SAC-CIP (1),
se obtuvo evidencia de la interaccon dnica entre SAC y CIEnostrando que la formacon
de la sal se produce por transferencia probnica de la amida SACCIP.

Tamben pudimos ver que en este caso, de la misma manera que p&®C-CIP (1), el
caacter zwitteronico de CIP es revertido luego de la fomacon de la sal.

Continuando con el aralisis del polimor smo, realizamos exgrimentos para obtener
espectros de CPMAS®N. El rumero de Ineas de resonancia dé°N nos dio una evidencia
directa de la presencia de nmas de una mokcula por celda umid asinetrica en SAC-CIP
(), o la cristalizacon en dos redes cristalinas diferente€l hecho de que el corrimiento
gumico asignado al sitio N(14) no sea alterado luego de la formwan de la sal es otro
indicativo del calcter zwiteronico de CIP.

Obtuvimos espectros de alta resolucon dé&H en estado slido a muy altas velocidades
de rotacon. En los mismos pudimos observar la interaccoomica entre la mokecula de CIP
y SAC (corrimiento del probn NH). Notamos tamben que los prdones y el nitbgeno
del anillo piperazina no se ven afectados por la interaccoonica debido al calcter
zwitteronico de CIP. En el espectro de'H de SAC-CIP (I) se observa un corrimiento a
ppm negativos de los protones pertenecientes al grupo cpriopilo debido a la proximidad
espacial con los grupos aromaticos que generan corrientes anillos que perturban los
corrimientos qumicos de estos protones. Este comportamienho se observa en SAC-CIP
(I1), indicando una diferencia sustancial en la estructura cstalina de los compuestos.

Las predicciones realizadas por DRX de monocristal para SAQP (Il) fueron ob-
servadas en las correlacionés#i-'H y en los experimentos de correlacbn heteronuclear
REPT-HSQC. En particular, los puentes hidiogeno intramoleulares, las proximidades
intermoleculares y las interacciones- .

Analizando los espectros de DQMAS, vemos que CIP presenta otrdipa de correla-
ciones cuando se lo compara con SAC-CIP (Il). SAC-CIP (I) muests caractersticas de
ambas estructuras, asi tamben como nuevas correlaciones.

Los resultados obtenidos de los espectros de RMN & nos permitieron determinar
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distancias internucleares en los distintos compuestos. La distaa que obtuvimos de la
estructura cristalina de SAC-CIP (Il) fue de 3.0A. Del experimento de reacople de CSA
obtuvimos para CIP una distancia internuclear de 5.@\.. El espectro de'°F de SAC-CIP
(I) mosto tres Ineas de resonancia. Cada una de estas Insafue analizada por separado
y encontramos distancias de 4.5, 3.2 Ay 4.6 A.

Todo lo dicho previamente nos permite decir que SAC-CIP (l)seuna mezcla de
polimorfos, pero no es simplemente la mezcla de CIP y SAC-CIR)(IPor ejemplo, la
sefal asignada a N(1), que se observa a -251.5 ppm en CIP, no esespnte en SAC-CIP
OF

El corrimiento de las senales de los protones del grupo gictapilo hacia ppm negativos
es tamben una muestra del cambio en el empaquetamiento ldcan esta regon de la
mokcula.

De esta manera, concluimos que SAC-CIP (I) y SAC-CIP (ll) muestn similitud en
en la conformacon molecular. EI empaquetamiento cristalio desconocido de SAC-CIP
(I) muestra que posee una componente con la estructura cristaide SAC-CIP (1) y una
componente con un empaquetamiento similar al de CIP.

Sin embargo, as similitudes en las caractersticas genergle&eomo por ejemplo en los
espectros de FTIR y los corrimientos qumicos observado enslespectros deé*C de
estado lido sugiere que el esquema de interacciones encatdrpara SAC-CIP (1) puede
aplicarse tamben para SAC-CIP (I).

En resumen, estudiamos diversos sistemas de intees farmadeot Determinamos el
caacter amorfo de los complejos uoroquinobnicos conlaminio y pudimos realizar un
aralisis completo de los mismos.

Hemos visto que los corrimientos qumico de los compuestos estaglo lido pueden
proveer mucha informacon cristaloga ca, complementara a los resultados que se pueden
obtener mediante ecnicas de difraccon. Pudimos no ladenti car distintos polimorfos,
sino tamben realizar una caracterizacon detallada de Is mismos, llegando a identi car
la naturaleza heterogenea de uno de los compuestos y extragle informacon sobre su
estructura cristalina e interacciones.

A lo largo de esta tesis, hemos mostrado la importancia de la RMN dstado lido
para el aralisis de compuestos farmacuticos en estado sotid
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A.1. Algunas de niciones

En esta parte del apendice vamos a de nir algunos de los rmos empleados a lo
largo de esta tesis.

Acidos Carboxlicos

Losacidos carboxlicos se caracterizan por la presencia @ menos un grupo carbo-
xilo. La brmula general de unacido carboxlico es R-COMH, donde R es algun grupo
funcional monovalente. Un carboxilo es un grupo funcional gconsiste en un carbonilo y
un hidroxilo, que tiene la brmula -C(=0)OH, usualmente esciio como -COOH o -CQH.

Amida

Compuesto organico cuyo grupo funcional es del tipo RCONRR,e1do CO un car-
bonilo, N unatomo de nitogeno, y R, R y R radicales organicos oatomos de hidogeno.
Se puede considerar como un derivado de unacido carboxdi@or sustitucon del grupo
-OH delacido por un grupo -NH,, -NHR o -NRR (llamado grupo amino).

Anillo Piperazina

Compuesto organico que consiste en un anillo de seis miembroseqgcontiene dos
atomos de nitogeno opuestos.

Cetona

Compuesto con estructuraRC(= O)R® dondeR y R° pueden ser una gran variedad
deatomos y grupos deatomos.
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Denticidad

Se re ere al rumero deatomos en una ligadura simple que se uaeunatomo central
en un complejo de coordinacon. En muchos casos, lo unataren el ligando se une al
metal, de esa manera la denticidad es igual a uno, y se dice quigaindo es monodentado.
Ligandos con nmas de unatomo ligado son llamados polidentad o multidentados.

Interacciones -

En qumica supramolecular, una interaccon aromatica (ointeraccon - ) es una in-
teraccon no covalente entre compuestos organicos que dmen entidades aromaticas.
Las interacciones - son causadas por la superposicon de los orbitalesen los sistemas
conjugados , as que se hacen nas fuertes conforme el rumero de eleates se incre-
mente. Otras interacciones no covalentes incluyen al endade hidiogeno, fuerzas de van
der Waals, interacciones de transferencia de carga, e intesemnes dipolo-dipolo.

Por otra parte, en qumica supramolecular, tamben se hablade apilamiento y este
se re ere a un ordenamiento en pila, frecuentemente de mallas aromaticas, que es
adoptado debido a interacciones interabmicas. El ejemploas conmun de un sistema
apilado se encuentra en los pares de bases consecutivos de ADN pihiento tamben
se encuentra frecuentemente en protenas, donde dos anillefativamente no polares se
ubican uno sobre otro.

El apilamiento es referido frecuentemente como una intei@n - , aunque los efectos
debido a la presencia de un orbital son lo una fuente de tales interacciones, y en muchos
casos no parece ser el contribuyente dominante.

Quelato

Compuesto qumico en la forma de un anillo heterocclico,anteniendo un metal onico
adjuntado por ligaduras de coordinacon en al menos dos ies no metlicos. Quelacon es
la formacon o la presencia de dos o mas uniones separadasrenin ligando polidentado
y unatomo central simple. Usualmente, estos ligandos son comsti@es organicos.

Zwitteron

Un zwitteron (del aleman zwitter hbrido, hermafrodita ) es un compuesto qumico
que es ekctricamente neutro pero que tiene cargas formalpositivas y negativas sobre
atomos diferentes. Los zwitteriones son especies polares y alsuente presentan una ele-
vada solubilidad en agua y bastante baja en muchos disolventegpmicos de caacter
apolar.

En gumica, un compuesto dipolar es un compuesto que existe elhnaenos una forma
estable, el zwitteron, con una carga positiva y una carga nagjva 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 1°C

Las mediciones de los espectros #&C se obtuvieron con la secuencia de pulsos de
CPMAS con rampa y desacomple de protones durante la adquisitdver gura 3.6).
Estos experimentos se ralizaron a temperatura ambiente en uspectometro Bruker
Avance Il, donde los rucleos deH resuenan a 300 MHz, y 10$3C a 74.5 MHz. (lo que
corresponde a un campo magretico de 7.02 T) equipado con urbezal de MAS de 4mm.
Para la referencia externa dé3C y la calibracon de la condicon de Hartmann-Hahn se
utiliz adamantano. La velocidad de rotacon empleada erestos experimentos fue de 10
kHz. El tiempo de contacto para la CP fue de 2 ms. Para las distidanuestras estudiadas
se realizaron diferentes rumeros de promediaciones, en elga de 1500-6000. La secuencia
empleada para el desacople heteronuclear fue la TPPM, el caoge rf aplicado a protones
fue de 60 kHz.

Los espectros de edicon de carbonos cuaternarios fueronterbdos con la secuencia
de pulsos que se muestra en la gura 3.9. Los paametros empl@adson los mismos que
los utilizados para obtener el espectro completo déC, pero el tiempo de contacto en
este caso fue de 500s. El tiempo previo a la adquisicon cuando los campor de rf et
apagados fue de 40s.

A.2.2. Espectros de RMN de  ?7Al

Las mediciones de los espectros tél que se llevaron a cabo a lo largo de este trabajo
fueron realizadas en un espectometro Bruker Avance |1, dordos rucleos deé'H resuenan
a 300 MHz, y el?’Al a 78.2 MHz., lo que corresponde a un campo magretico de 7.02 T.
Las muestras fueron rotadas a 6 kHz y a 4 kHz para reconocer las tas rotacionales.
Se utilip un pulso de 5 de 2 s., 4 s. de tiempo de reciclado y 600 promedios.

A.2.3. Espectros de RMN de °F

Los experimentos RMN dée®F fueron realizados en el Institute Le Bel, Universite Louis
Pasteur, Strasbourg, France. Estos experimentos se ralizaroteanperatura ambiente en
un espectometro Bruker Avance I, donde los rucleos déH resuenan a 500 MHz, y los
19F a 470.59 MHz equipado con un cabezal de MAS de 2.5 mm. La veladdie rotacon
empleada en estos experimentos fue de 18 kHz. Para las distintasestras se realizaron
8 promediaciones, con un tiempo de espera de 50s. Se utilio urigp de de 2.37 s.

A.2.4. Espectros de RMN de N

Los espectros unidimensionales dé€N fueron realizados utilizando CPMAS de'H-
5N en un Bruker Avance Il operando a 300 MHz paraH y equipado con un cabezal
de 4mm. La frecuencia de Larmor dé&°N es de 30.42 MHz. Como referencia externa se
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utiliz Cloruro de Amonio y para la calibracon de la condidon de Hartmann-Hahn se
empleo glicina. La velocidad de rotacon fue de 10 kHz. Difentes rumeros de promedia-
ciones fueron realizadas, de manera de obtener una buenacaetasenal-ruido. El tiempo
entre experimentos fue de 15 s. y el tiempo de contacto para |® @e 6 ms. La secuencia
de desacople heteronuclear TPPM fue utilizada durante la adigicon con un campo de
rf aplicado a protones de 50 kHz.

A.2.5. Espectros de RMN de alta resolucon de 'H en estado
olido

Los experimentos de alta resolucon efH se realizaron en el Max Planck Institute
for Polymer Research, en Mainz, Alemania. En un Avance I+, conna frecuencia de
resonancia paralH de 850 MHz.

Los experimentos unidimensionales se realizaron a una vetiaci de rotacon de 30
kHz utilizando un cabezal de doble resonancia de 2.5 mm. El pulde 5 fue de 2.5 s,y
el tiempo entre experimentos de 10 s. Se tomaron 8 promediage para cada espectro.

Los espectros unidimensionales déd realizados a una velocidad de rotacbn de 60
kHz se realizaron en un cabezal de doble resonancia con rotoresc8 mm. de dametro.

El pulso de 5 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 relajacon

Los espectros fueron realizados con los paametros espeados para la secuencia de
CPMAS de 3C a una velocidad de rotacon de 10 kHz. El campo de spin-lock darbono
fue realizado a!ZL:SS kHz. El tiempo fue variado desde 20 s a 15 ms. El tiempo de
contacto entre'H y 13C fue de 80 s, lo su cientemente corto como para evitar la difusbn
de espn entre protones.

A.2.7. HETCOR-LG

En nuestros experimentos la duracon se optimiod a 7.68 s. El tiempo de contacto
para la CP fue de 200 ms para evitar procesos difusivos duraneeCP. La longitud del
pulso deangulo magico fue de 2.55 s. Para obtener los espectros dél en la dimensbn F1
se recolectaron 64 puntos con un tiempo entre puntos de 35% El tiempo de adquisicon
fue de 1.14 ms.

A.2.8. REPT-HSQC

Los experimentos de REPT-HSQC fueron realizados en el Max Rtk Institute for
Polymer Research, en Mainz, Alemania. Se utilio un espectoetro Bruker Avance llI
donde la frecuencia de protones es de 850 MHz. Se utiliz urbeaal de doble resonancia
de 2.5 mm. El puso de; utilizado fue de 2.5 s en ambos nucleos y la misma potencia de
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campo de rf para el desacople dipolar. En todos los experimestse utilio la secuencia
TPPM para el desacople heteronuclear, utilizando pulsos de ragimandamente 160 y
unangulo para la modulacon de fases de 30 Las muestras fueron rotadas a 25 kHz.

A.2.9. BaBa

Los espectros bidimensionales de DQMAS dél fueron adquiridos utilizando la se-
cuencia de pulsos mostrada en la gura 4.3 con tiempos de exciba y reconverson de
un perodo de rotor (a una velocidad de MAS de 59524 Hzz=16.8 s). Los experimen-
tos bidimensionales de DQ sensibles a las fases se adquirieronI@®incrementos det
sincronizados con la velocidad de rotacon utilizando el etodo de States-TPI.

A.2.10. CODEX

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

Estos experimentos se ralizaron a temperatura ambiente en uspectometro Bruker
Avance II, donde los rucleos déH resuenan a 500 MHz, y l08°F a 470.59 MHz equipado
con un cabezal de MAS de 2.5 mm. La velocidad de rotacon ematia en estos experi-
mentos fue de 18 kHz. Para las distintas muestras se realizaronr@rpediaciones, con un
tiempo de espera de 50s. Se utilioz un pulso dgde 2,37 sy de 4.72s para'®F. En
tiempo de contacto fue de 145s. La velocidad de rotacon fue de 18 kHz y los peodos
de excitacon y reconverson fueron calibrados comogr=4.

A.2.11. Difraccon de Rayos-X de polvo

Los patrones de difraccon para las distintas muestras fuenctomados a temperatura
ambiente en un Difracbmetro de Rayos X (RIGAKU Mini ex, Japon) usando radiacbn
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 equiplogyDD se tomaron en un
rango angular de 5a 5@ para 2 en pasos de 0,012 en un minuto.

A.2.12. Difraccon de Rayos-X de monocristal

El paton de difraccon se tono en un Difracometro Bruke r CCDarea detector di rac-
tometer. Correccon de la Absorcon: multi-scan SADABS (Sheldck, 2001). Para la de-
terminacon de la estructura se utiliz el programa Data cdlection: SMART-NT (Bruker,
2001); Re namiento de celda: SAINTNT (Bruker, 2001); reducoin de datos: SAINT-NT;
programa utilizado para resolver la estructura: SHELXS97 (Stdrick, 1997).
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A.2.13. Metodos Termicos de Arlisis (DSC y TGA)

Las muestras se calentaron en un rango de temperaturas dé@m 500°C a una
velocidad de calentamiento de 10C = min. Para determinar las curvas DSC se utilio el
analizador MDSC 2920, TA Instruments. El eje de temperaturas ka constante de celda
del DSC se calibraron con Indio (24 mg, 99,99 % de pureza, picaximo a 158,44 Cvy
calor de fusbn 28,4 J/g). Las muestras (0,4-1,2 mg) fueron [emtadas en portamuestras
de aluminio, cerrados, no herneticos, en una atnosfera dimica de nitbgeno con una
velocidad de ujo de 60 ml/min. Lasareas de los picos endetmicos fueron determinadas
gra cando una Inea desde el punto donde la curva se desva da Inea de base (onset)
hasta el punto donde la retoma (recovery). Para la termograwvietra se utilio el Anal-
izador TA HI-RES 2950, TA Instruments acoplado a una estacon & datos. Las muestras
(0,4- 1,8 mg) se colocaron en portamuestras abiertos y se cadeoh bajo las mismas
condiciones usadas en su respectivo aralisis DSC.

A.2.14. Espectroscopa Infrarroja (IR)

Para la obtencon de los espectros FTIR (Avatar 360, ESP NICOLIE) se prepararon
pastillas de Bromuro de Potasio (KBr, grado espectros@pico, dfck), conteniendo cada
una de los compuestos en una concentracon del 1 %. Previo apeeparacon de las
pastillas, el KBr se se®m durante 1 hora a 100C. Las pastillas se secaron bajo vaco en
atnosfera de P,Os a temperatura ambiente durante al menos 2 horas previo a lana
del espectro.
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